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1H NMR ERETIC2 结合多变量分析法定量分析 
生麻黄与蜜炙麻黄差异

高建1，窦志英2，付志飞1，毛睿3*（1. 天津市中药化学与分析重点实验室，天津　301617；2. 天津中医药大学，天津

　301617；3. 山西中医药大学，山西　晋中　030619）

摘要：目的　利用 1H NMR ERETIC2 定量方法对 14 个批次的生麻黄和 6 个批次的蜜炙麻黄进
行定性和定量分析，并筛选出差异成分，为麻黄质量标准的提升提供科学依据。方法　以特
征性成分麻黄碱信号强度为优选指标，对提取方法和复溶溶剂进行优化；建立基于 1H NMR 
ERETIC2 方法的生麻黄和蜜炙麻黄特征成分绝对定量方法；采用 1H NMR 谱图结合多变量分析
法寻找不同批次生麻黄和蜜炙麻黄潜在的差异成分。结果　最佳样品前处理方法为以甲醇为溶
剂，物料比为 1∶5（g/mL），超声提取 5 min，氘代甲醇作为复溶溶剂。1H NMR 图谱共鉴定了
11 个化学成分，其中 8 个共有成分被选作定量指标。定量结果显示，生麻黄和蜜炙麻黄中异亮
氨酸、蔗糖、葡萄糖和丙氨酸的含量差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；多元统计分析结果也表明，
生麻黄和蜜炙麻黄之间存在明显差异，葡萄糖和蔗糖是主要的差异贡献成分，且在蜜炙麻黄中
含量较高，而蜜炙麻黄中丙氨酸和异亮氨酸的含量则明显下降（P ＜ 0.05）。结论　本研究建立
的 1H NMR ERETIC2 定量方法结合多元统计分析，可筛选出生麻黄和蜜炙麻黄的差异成分，能
够有效区分生麻黄和蜜炙麻黄，为后续麻黄质量标准的完善提供了科学依据。
关键词：麻黄；1H NMR ERETIC2；含量测定；多元统计学分析
中图分类号：R927，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1693-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.001
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　　麻黄是麻黄科植物草麻黄（Ephedra sinica 
Stapf）、中麻黄（Ephedra intermedia Schrenk et C.A. 
Mey.）或木贼麻黄（Ephedra equisetina Bge.）的干
燥草质茎，主要分布在中国的东北、华北、西北、
云南和西藏等省份。麻黄性温，味辛、微苦，归肺、
膀胱经，具有发汗散寒、宣肺平喘、利水消肿的
功效 [1]。临床常用的麻黄饮片包括生麻黄和蜜炙麻
黄，生麻黄善于发汗解表，经蜜炙后发汗力减弱，
可发挥润肺止咳的功效。现代药理研究表明，麻黄
具有减肥降脂 [2-3]、增强运动能力 [4-5] 和治疗感冒、
流感、哮喘及其他呼吸道疾病的疗效 [6-9]。
　　磁共振（NMR）波谱已成为一种常用的代
谢物定量分析工具，为检测天然产物提供了较高
的特异性和灵敏度 [10-11]。基于脉冲长度的浓度测
定（pulse length based concentration determination，
PULCON）原理的体内浓度测定的电信号参比法

（electronic reference to access in vivo concentrations 
2，ERETIC2）是一种将检测到已知浓度的目标化
合物定义为 ERETIC 参照，无需添加任何内标的
新型 NMR 全自动浓度测定技术 [12]。本研究首次
以 10 mmol·L－ 1 丙酮的峰面积作为 ERETIC 参照，
建立 1H NMR ERETIC2 的分析方法，通过优化提
取条件和复溶溶剂，对 14 个批次的生麻黄和 6 个
批次的蜜炙麻黄进行指标成分的同时定性和定量
分析，并结合多元统计学分析，对生麻黄和蜜炙
麻黄的差异性进行比较，以期为后续麻黄质量标
准的提升提供参考依据。
1　材料

1.1　仪器

　　Bruker Ascend 600 MHz NMR 超导核磁共振波
谱仪（德国 Bruker 公司）；KQ-1000DE 数控超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；BP121S

Quantitative analysis of the difference between raw and honey-fried Ephedra 
sinica Stapf by 1H NMR ERETIC2 combined with multivariate analysis

GAO Jian1, DOU Zhi-ying2, FU Zhi-fei1, MAO Rui3* (1. Tianjin Key Laboratory of Analytical Chemistry 
of Traditional Chinese Medicinal, Tianjin  301617; 2. Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, 
Tianjin  301617; 3. Shanxi University of Traditional Chinese Medicine, Jinzhong  Shanxi  030619)

Abstract: Objective  To qualitatively and quantitatively analyze 14 batches of raw Ephedra sinica (E. 
sinica) Stapf and 6 batches of honey-fried E. sinica with 1H NMR ERETIC2, and screen the differential 
components to provide a scientific basis for the improvement of quality standards of E. sinica. 
Methods  The extraction method and the redissolve solvent were optimized with the signal intensity of 
the ephedrine as the index. A strategy for the absolute quantification of the characteristic components 
of raw and honey-fried E. sinica based on the 1H NMR ERETIC2 method was established. 1H NMR 
spectroscopy together with multivariate analysis was utilized to determine the potential differential 
components in different batches of raw and honey-fried E. sinica. Results  The best sample preparation 
method was optimized as follows: methanol as the solvent, the material-solvent ratio of 1∶5 (g/mL), 
ultrasonic extraction for 5 min, and deuterated methanol as the redissolve solvent. Totally 11 components 
were identified by 1H NMR spectroscopy, 8 of which were common components were selected for 
quantification indexes. The quantitative analysis showed significant difference (P ＜ 0.05) in the content 
of isoleucine, sucrose, glucose and alanine between the raw and honey-fried E. sinica. The multivariate 
analysis indicated significant difference between the raw and honey-fried E. sinica. Glucose and sucrose 
were both higher in honey-fried E. sinica, while the content of alanine and isoleucine was significantly 
decreased (P ＜ 0.05). Conclusion  The quantitative method of 1H NMR ERETIC2 combined with 
multivariate statistical analysis helps reveal the differential components of raw and honey-fried E. sinica, 
which can effectively distinguish the raw and honey-fried E. sinica and provide a scientific basis for the 
subsequent improvement of quality control of E. sinica. 
Key words: Ephedra sinica Stapf; 1H NMR ERETIC2; content determination; multivariate statistical 
analysis
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型天平（德国 Sartorius 公司）；Millipore 纯水器
（美国 Millipore）。
1.2　试药

　　20 个批次的麻黄样品，包括 6 个批次的蜜
炙麻黄（HE）和 14 个批次的生麻黄（RE），经
天津中医药大学李天祥教授鉴定为麻黄科植物草
麻黄（Ephedra sinica Stapf）的干燥草质茎，详细
信息见表 1。对照品盐酸麻黄碱（批号：171241-
201007，纯度：98%）、盐酸伪麻黄碱（批号：
171237-200807，纯度：98%）和甲基麻黄碱（批
号：171247-200301，纯度：98%）（中国食品药品
检定研究院）。丙酮（分析纯，天津市大茂化学试
剂厂），磷酸（天津市化学试剂供销公司）。氘代
甲醇（99.8%）和重水（99.9%）（Sigma-Aldrich）。

表 1　生麻黄和蜜炙麻黄样本来源 
Tab 1　Sample source of raw and honey-fried Ephedra sinica

序号 编号 厂家 饮片 批号

1 HE-1 盛实百草 蜜炙麻黄 16090302
2 HE-2 盛实百草 蜜炙麻黄 16090303
3 HE-3 盛实百草 蜜炙麻黄 16090304
4 HE-4 盛实百草 蜜炙麻黄 D160014
5 HE-5 盛实百草 蜜炙麻黄 D1605048
6 HE-7 盛实百草 蜜炙麻黄 1707019
7 RE-1 盛实百草 麻黄 2017053102
8 RE-2 盛实百草 麻黄 1906030
9 RE-3 盛实百草 麻黄 171105
10 RE-4 盛实百草 麻黄 180120
11 RE-5 盛实百草 麻黄 16090301
12 RE-6 盛实百草 麻黄 B170177001
13 RE-7 盛实百草 麻黄 B170248001
14 RE-8 盛实百草 麻黄 B170282001
15 RE-11 盛实百草 麻黄 1706087
16 RE-12 盛实百草 麻黄 1603118
17 RE-14 盛实百草 麻黄 D1707010
18 RE-17 盛实百草 麻黄 18031022
19 RE-18 盛实百草 麻黄 161210
20 RE-19 盛实百草 麻黄 17010207

2　方法

2.1　样品提取条件的优化

2.1.1　提取溶剂的优化　平行称取麻黄粉末（过
65 目筛）4 份，每份约 0.5 g，置于 500 mL 具塞锥
形瓶中，分别加入 50 mL 的 1.44% 磷酸溶液、甲
醇和 50% 甲醇溶液，称重。超声提取（功率 600 
W，频率 50 kHz）20 min，放冷，再称重，补足减
少的重量，摇匀并滤过，取续滤液 1 mL，室温下
氮气吹干，用相应的氘代试剂复溶，涡旋 5 min，
离心 10 min（4℃，13 200 g），取上清液 600 µL 离
心 10 min（4℃，13 200 g）。将上清液转移至 5 mm
的核磁共振管中，分别进行 1H NMR 分析。

2.1.2　物料比的优化　以不同物料比 [1∶5、
1∶10、1∶20 和 1∶30（g/mL）] 加入相应的甲醇
溶液作为提取溶剂，称重，超声提取 20 min，放
冷，再称重，补足减少的重量，摇匀并滤过，取
续滤液 1 mL，室温下氮气吹干，用相应的氘代试
剂复溶，涡旋 5 min，离心 10 min（4℃，13 200 
g），取上清液 600 µL 离心 10 min（4℃，13 200 
g）。将上清液转移至 5 mm 的核磁共振管中，分
别进行 1H NMR 分析。
2.1.3　提取时间的优化　平行称取麻黄细粉 4 份，
每份约 0.5 g，置于 500 mL 具塞锥形瓶中，加入
相应的甲醇溶液称重，以不同提取时间（5、10、
30 和 60 min）超声提取（功率 600 W，频率 50 
kHz），放冷，再称重，补足减少的重量，摇匀并
滤过，取续滤液 1 mL，室温下氮气吹干，用相应
的氘代试剂复溶，涡旋 5 min，离心 10 min（4℃，
13 200 g），取上清液 600 µL 离心 10 min（4℃，
13 200 g）。将上清液转移至 5 mm 的核磁共振管
中，分别进行 1H NMR 分析。
2.2　复溶试剂的优化

　　平行称取麻黄细粉 4 份，每份约 0.5 g，置于
500 mL 具塞锥形瓶中，分别加入 50 mL 的 1.44%
磷酸溶液，称重，超声提取 20 min，放冷，再称
重，用 1.44% 磷酸溶液补足减少的重量，摇匀，
滤过，取续滤液。各取 1 mL 提取液，室温下氮
气吹干，分别用 1 mL 氘代甲醇、50% 氘代甲醇、
重水和氘代磷酸缓冲盐复溶。涡旋 5 min，离心
10 min（4℃，13 200 g），取上清液 600 µL 离心
10 min（4℃，13 200 g）。将上清液转移至 5 mm
的核磁共振管中，分别进行 1H NMR 分析。
2.3　NMR 波谱数据采集

　　核磁共振谱在 Bruker Ascend 600 MHz NMR 超
导核磁共振波谱仪上记录，配备了超低温探头，样
品温度为 298 K，样品的 1H NMR 波谱由标准的一
维复合脉冲序列（zgpr）记录，通过预饱和方法抑
制水峰。预饱和的脉冲强度为 22.78 dB，恢复延迟
时间为 2 s，混频时间为 0.2 s。光谱宽度为 10 330 
Hz，累积扫描 128 次，数据点为 32 K。此外，弛豫
编辑的 Carr-Purcell-Meibom-Gill（CPMG）脉冲序列
被用来分析样品的低分子量代谢物，频谱宽度为 12 
019.230 Hz，累积扫描 128 次，数据点为 60 K，弛
豫延迟 4 s。采用标准化的核磁共振采集参数（NS：
128，SW：19.99×10 － 6，AQ：2.726 s 和 PLW9：
46.64 dB）。新模块 ERETIC2 的核磁共振参数与上
述内容相同。此外，为了方便信号分配和确认代谢
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物，课题组进行了 J-resolved spectroscopy（J-RES）、
1H-1H COSY、TOCSY、HMBC 和 HSQC 实 验， 二
维谱图采集均采用标准脉冲序列。
2.4　数据分析

　　1 H NMR 数据使用 MestReNova 12.0.0（Mestrelab 
Research S.L.，Coruña，Spain）处理。实验中使用 20
批次麻黄样品的 1H NMR 数据各 3 份（总共 60 个 1H 
NMR 数据）。使用 MetaboAnalyst 5.0（http：//www.
metaboanalyst.ca）平台进行主成分分析（PCA）和正
交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）。
3　结果

3.1　提取溶剂的选择

　　在相同条件下，以麻黄碱的信号强度为优选
指标，使用超声提取法，提取时间为 20 min，分
别考察了水、甲醇和 50% 甲醇溶液作为提取溶剂
时对提取效果的影响，结果如图 1A 所示。甲醇
作为提取溶剂时，麻黄碱信号强度更高且峰形更
好，故选用甲醇作为后续麻黄样品的提取溶剂。

3.2　物料比的选择

　　在相同条件下，以甲醇为提取溶剂，超声提取
20 min，分别考察了物料比 1∶5、1∶10、1∶20 和
1∶30，以麻黄碱信号强度为考察指标，选择最佳
物料比。结果如图 1B 所示。当物料比为 1∶5 时，
麻黄碱的信号强度最高，选用物料比为 1∶5 作为
后续麻黄样品的提取条件。
3.3　提取时间的选择

　　在相同条件下，以甲醇为提取溶剂，物料比
为 1∶5，超声提取，分别考察了提取时间 5、10、
30 和 60 min，以麻黄碱信号强度为考察指标，选
择最佳提取时间。结果如图 1C 所示，随着提取
时间增加，麻黄碱的信号强度未出现明显变化，
因此选取 5 min 作为最佳提取时间。
3.4　复溶溶剂的选择

　　结果如图 1D 所示。当用氘代甲醇复溶时，
麻黄碱的信号强度最高，以此作为后续麻黄样品
的复溶试剂。

图 1　麻黄样品提取条件优化

Fig 1　Optimization of extraction conditions for Ephedra sinica samples
A. 提取溶剂（extraction solvent）；B. 物料比（material-solvent ratio）；C. 提取时间（extraction time）；D. 复溶试剂（reagents for re-solubilization）

3.5　麻黄中成分的鉴定

　　将制备好的麻黄样品进行 1H NMR 分析，共鉴
定出 11 个化学成分，结果如图 2 和表 2 所示，这
些成分包括麻黄碱、伪麻黄碱、甲基麻黄碱、异亮
氨酸、阿拉伯糖、蔗糖、葡萄糖、丙氨酸、精氨酸、
谷氨酰胺和琥珀酸 [13-17]。其中共有成分包括麻黄
碱、伪麻黄碱、甲基麻黄碱、丙氨酸、琥珀酸、葡
萄糖、异亮氨酸和蔗糖作为后续定量指标。

3.6　方法学考察

　　《中国药典》以盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱为
指标成分进行鉴别和含量测定，本研究主要针对麻
黄碱、伪麻黄碱和甲基麻黄碱进行了方法学考察。
3.6.1　 专 属 性 考 察　 如 图 3 所 示， 丙 酮（10 
mmol·L － 1）被用作校准标准，样品中各成分不
受丙酮信号影响，专属性良好。
3.6.2　精密度和稳定性　麻黄碱、伪麻黄碱和甲基麻
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黄碱进行的精密度测试结果显示，日内 RSD 为1.2%、
0.28% 和 6.9%。在 5 d 的时间内，每隔 12 h 对同一
标准混合溶液进行分析，对方法的稳定性进行评估，
采集了 10 次，结果麻黄碱、伪麻黄碱和甲基麻黄

碱的 RSD 分别为 0.58%、0.99%、2.9%。这表明 1H 
NMR ERETIC2 方法具有良好的精密度和稳定性。
3.6.3　重复性　平行制备 6 份麻黄供试样品进行
含量测定，结果显示麻黄碱、伪麻黄碱和甲基麻
黄碱含量的 RSD 分别为 0.58%、0.99%、4.4%，
表明 1H NMR ERETIC2 方法的重复性良好。
3.6.4　回收率　采用标准添加法对麻黄样品中测试的
生物碱的提取效率进行了评估，即回收率。将适量的
3 种参比生物碱加入到准确称量的麻黄细粉中，对混
合物进行提取和分析。用同样的方法提取适量的麻
黄细粉（未加入参比生物碱），制备对照溶液，比较
加标溶液中 3 种生物碱的浓度与对照溶液中的浓度
来确定回收率。结果显示麻黄碱的回收率为 97.54%、
伪麻黄碱为 97.34%、甲基麻黄碱为 89.94%，RSD 分
别为 1.9%、0.96%、1.6%，表明方法回收率良好。
3.7　麻黄样本中共有成分的定量

　　选取 20 个批次的麻黄样本中 8 个共有成分进
行进一步的定量分析，10 μL 丙酮（10 mmol·L－ 1）
的峰面积作为 ERETIC2 参照，定量结果如表 3 所
示。目标化合物的含量通过以下公式计算：
　　C ＝ [（nA×10）/N]×MW
　　n：目标化合物分子式中氢的个数与丙酮分
子式中氢个数的比值；A：目标化合物与丙酮峰
面积的比值；N：目标化合物分子式中氢的个数；
MW：目标化合物的分子量。
　　定量结果显示，生麻黄经过蜂蜜炮制之后，麻
黄碱、伪麻黄碱、甲基麻黄碱和琥珀酸的含量差异
无统计学意义（P ＞ 0.05），而蔗糖、葡萄糖、丙氨
酸和异亮氨酸的差异有统计学意义（P ＜ 0.05），其
中蔗糖和葡萄糖在蜜炙麻黄样品中显著升高，而丙
氨酸和异亮氨酸的含量在蜜炙之后显著下降。
3.8　多元统计学分析

　　PCA 是一种无监督学习方法，它不需要样本来
自不同治疗组或具有表型差异的情况下进行分析 [18]，
利用主成分分析可视化样本间的分组趋势以及组内
样品的离散程度。将不同批次的蜜炙麻黄和生麻黄
中共有成分的核磁定量数据进行 PCA 分析，结果见
图 4A，该模型在两组之间显示出明显的分离趋势，
生麻黄和炮制麻黄的样品聚集良好。从图中可以看
出，炮制后的麻黄能更好地聚集在一起，这应该是
因为炮制后的药材性质变得稳定。图 4C 以热图的形
式显示共有成分含量的变化。其中，与生麻黄相比，
蜜炙麻黄样品中葡萄糖和蔗糖含量明显升高，丙氨
酸和异亮氨酸的含量则明显下降。VIP 得分（见图
4B）也表明葡萄糖和蔗糖是主要的分类成分。

表 2　化学成分的鉴定 
Tab 2　Identification of chemical constituents

序号 成分 δ 1H

1 麻黄碱 1.06（d，6.8），1.29（s），1.34（s），2.77（s），
3.42（dd），5.09（d，3.1），7.31（dt），7.4（m）

2 伪麻黄碱 1.08（d，6.76），1.29（s），1.34（s），2.72（s），
3.35（dd），4.52（d，9.16），7.36（dt），7.4（m）

3 甲基麻黄碱 1.13（d，7.0），1.29（s），1.34（s），3.0（s），3.48
（dd），5.29（d，2.86），7.31（dt），7.40（m）

4 异亮氨酸 3.66（d，1.8），1.25（m）

5 阿拉伯糖 3.90（m），3.48（m）

6 蔗糖 5.39（d，3.8），3.53（m），3.77（m）

7 葡萄糖 5.10（d，3.8），4.47（d，7.8），3.12（dd，9.2，7.8）

8 丙氨酸 1.46（d，7.2）

9 精氨酸 1.61（m），1.91（m）

10 谷氨酰胺 2.09（m），2.29（m），3.57（t）

11 琥珀酸 2.50（s）

图 2　生麻黄和蜜炙麻黄样品的 1H NMR 谱图

Fig 2　1H NMR spectra of raw and honey-fried Ephedra sinica samples

图 3　方法专属性考察

Fig 3　Specificity test
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表 3　20 个批次麻黄中共有成分的定量结果 (mg·g － 1) 
Tab 3　Quantitation of common components in 20 batches of Ephedra sinica (mg·g － 1)

序号 名称 批次 麻黄碱 伪麻黄碱 甲基麻黄碱 丙氨酸 * 琥珀酸 葡萄糖 * 异亮氨酸 * 蔗糖 *

1 HE-1 16090302 11.56 6.03 0.59 0.16 1.58 18.91 0.20 3.56 
2 HE-2 16090303 11.62 5.92 1.27 0.06 2.53 22.81 0.16 10.87 
3 HE-3 16090304 10.98 6.06 1.63 0.09 3.66 21.64 0.12 9.10 
4 HE-4 D160014 10.68 7.35 1.14 0.27 0.60 24.63 0.15 2.60 
5 HE-5 D1605048   9.91 8.56 1.02 0.08 1.48 26.83 0.07 2.54 
6 HE-7 1707019 12.61 6.29 0.96 0.32 0.39 19.33 0.19 0.19 
7 RE-1 2017053102 12.22 7.12 1.18 0.43 1.02   2.68 1.28 3.50 
8 RE-2 1906030 11.93 7.37 1.46 0.55 1.61   4.19 1.44 1.62 
9 RE-3 171105   8.86 3.71 0.96 0.46 0.55   1.79 1.83 0.68 
10 RE-4 180120 10.75 4.99 1.49 0.65 1.82   2.10 1.17 1.50 
11 RE-5 16090301 10.43 5.32 1.17 0.36 1.23   2.58 1.26 2.77 
12 RE-6 B170177001 12.59 9.02 1.49 0.45 2.29   6.64 1.16 2.70 
13 RE-7 B170248001 14.40 7.76 1.83 0.65 2.42   4.43 1.15 0.29 
14 RE-8 B170282001   9.94 6.27 0.96 0.25 0.48   2.13 1.04 0.52 
15 RE-11 1706087 14.92 7.99 2.04 0.55 1.22   6.56 1.21 2.08 
16 RE-12 1603118 10.61 6.50 1.15 0.38 1.02   2.29 1.09 0.46 
17 RE-14 D1707010 14.95 7.87 2.03 0.87 1.23   4.54 1.29 0.28 
18 RE-17 18031022   1.84 6.65 0.81 0.37 1.00   2.18 1.06 1.14 
19 RE-18 161210 12.24 8.07 2.02 0.50 1.17   5.48 1.23 0.10 

20 RE-19 17010207 11.87 4.71 0.96 0.59 0.94   1.83 1.15 0.45 

注：生麻黄和蜜炙麻黄共有成分的定量结果比较，*P ＜ 0.05。
Note：Quantitation of common components of raw and honey-fried Ephedra sinica，*P ＜ 0.05.

图 4　基于 1H NMR 数据的多元统计分析

Fig 4　 Multivariate statistical analysis based on 1H NMR data
A. 主成分分析（principal component analysis）；B.8 种共有成分的含量变化（variation in content levels of the 8 common components）；C. 变量

得分图（scores of variable important in projection）
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4　小结

　　本研究建立了 ERETIC2 的外部校准对绝对
强度的 1H NMR 方法对不同批次的生麻黄和蜜炙
麻黄进行了定性和定量研究，共鉴定出 11 个成
分。共有成分定量结果表明生麻黄和蜜炙麻黄中
蔗糖、葡萄糖、丙氨酸和异亮氨酸的差异有统计
学意义，多元统计学结果表明葡萄糖和蔗糖是主
要的分类成分，且在蜜炙麻黄中含量较高，为后
续麻黄质量标准的完善提供了参考。同时，本研
究所建立的 ERETIC2 的外部校准对绝对强度的
1H NMR 定量方法，可以在缺乏对照品的情况下，
实现令人满意的麻黄样品的定量结果。
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基于代谢组学和肠道菌群研究褐藻寡糖对脂多糖诱导的 
何首乌致大鼠肝损伤的影响

韩春月1，2，任红微1，王影1，2，刘二伟1，2，付志飞1，2*（1. 天津中医药大学，天津　301617；2. 组分中药国家

重点实验室，天津　301617）

摘要：目的　利用代谢组学和肠道菌群技术研究褐藻寡糖对脂多糖诱导的何首乌致大鼠特异质

肝损伤的保护作用。方法　SD 大鼠随机分为正常组、脂多糖组、何首乌组、褐藻寡糖组、脂

多糖＋何首乌组、褐藻寡糖＋脂多糖＋何首乌组，按对应剂量灌胃给药。采用基于 1H-NMR 和

UHPLC-MS 的非靶向代谢组学技术及 16s rDNA 测序技术研究褐藻寡糖对肝损伤大鼠的肝脏代

谢物及肠道菌群的影响，并采用多元统计分析的方法，通过变量投影重要性值和 t 检验结果来

筛选差异代谢物，利用 MetaboAnalyst 5.0 平台分析差异代谢物的代谢通路。结果　褐藻寡糖明

显减轻何首乌所致的大鼠肝损伤，仅可见轻度炎细胞浸润，散在肝细胞坏死，能显著改变何首

乌诱导的肝损伤大鼠肠道菌群和内源性代谢物。结论　褐藻寡糖对何首乌联合脂多糖诱导的肝

损伤具有保护作用，可能是通过影响肠道菌群进而影响体内一些代谢物发挥保护作用的。

关键词：褐藻寡糖；何首乌；肝损伤；肠道菌群；代谢组学

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1700-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.002

Protective effect of alginate oligosaccharide on live injury induced by 
Polygoni multiflori radix in lipopolysaccharide activated rats based  

on gut microbiota and metabonomics

HAN Chun-yue1, 2, REN Hong-wei1, WANG Ying1, 2, LIU Er-wei1, 2, FU Zhi-fei1, 2* (1. Tianjin 
University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. State Key Laboratory of Component-
based Chinese Medicine, Tianjin  301617)

Abstract: Objective  To determine the protective effect of alginate oligosaccharide on Polygoni 
multiflori radix (PM)-induced idiosyncratic hepatotoxicity based on gut microbiota and 
metabonomics. Methods  Sprague-Dawley rats were randomly divided into a control group, an LPS 
group, a PM ethanol extraction group (PM), an alginate oligosaccharide group (AOS), an LPS ＋

PM group and an AOS ＋ LPS ＋ PM group. The untargeted metabolomic approach was used to 
determine the protective effect of AOS on the rat liver. 1H-NMR and UHPLC-MS technology, as well 
as 16s rDNA sequencing technology were used. Multivariate analysis was used to screen differential 
metabolites. The metabolic pathways of differential metabolites were analyzed by MetaboAnalyst 
5.0 platform. Results  PM-induced idiosyncratic liver injury was obviously decreased, and the 
liver pathological injury was reduced after giving alginate oligosaccharide. Conclusion  Alginate 
oligosaccharide can protect against liver damage induced by combined Polygoni multiflori radix with 
LPS, whose mechanism might be through regulating the gut microbiota imbalance and affecting some 
endogenous metabolites. 
Key words: alginate oligosaccharide; Polygoni multiflori radix; live injury; gut microbiota; 
metabonomics
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　　何首乌为蓼科植物何首乌 Polygonum multi-
florum Thunb. 的干燥块根，2020 年版《中国药
典》记载有生首乌和制首乌之分。制首乌为临床
常用补益中药，具有补肝肾、益精血、乌须发之
功效 [1]。近年来，关于何首乌及其制剂的临床肝
损伤不良反应时有报道，影响其使用。文献报道，
何首乌肝损伤为特异质肝损伤类型 [2]，因此本研
究通过尾静脉注射脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）诱导特异质肝损伤模型评价何首乌肝损伤
特点。
　　褐藻寡糖是褐藻多糖褐藻胶降解后的产物，
为一种酸性寡糖，具有抗氧化 [3]、抗炎 [4]、免疫
调节 [5] 等多种活性，但其作用机制仍不明确。褐
藻寡糖可促进肠道有益菌的生长，抑制肠道有害
菌的生长 [6-7]。代谢组学可全面反映机体内生物
化学过程和状态的变化，作为新兴的分析技术，
在研究内源性代谢物的整体变化规律上具有独
特优势 [8]。因此，本研究分别利用核磁共振技术
（1H-NMR）和超高效液相 - 质谱（UHPLC-MS）
技术测定 LPS 诱导的何首乌致肝损伤大鼠肝脏代
谢组学的变化，并结合肠道菌群分析探讨褐藻寡
糖对肝损伤大鼠的保护作用。
1　材料

1.1　动物

　　SPF 级 SD 大鼠，体质量（200±20）g [ 北京
市维通利华实验动物技术有限公司，许可证号：
SCXK（京）2014-0004]。
1.2　试药

　　制何首乌（安国圣安药业有限公司，No. 
PMR-20160432），制何首乌60% 乙醇提取物（PM，
实验室自制，含有游离蒽醌类及二苯乙烯苷类等
化学成分），褐藻寡糖（AOS，MW ＝ 1.86 kDa，
M/G ＝ 0.5，青岛博智汇力科技有限公司），LPS
（Sigma 公司），甲醇、乙腈均为色谱纯（Thermo 
Fisher 公司），超纯水由 Milli-Q 超纯水机（美国
Millipore）制备，其余试剂均为分析纯。
1.3　仪器

　　Bruker Ascend 600 MHz 高分辨核磁共振波谱仪
（德国 Bruker 公司）；Q-Exactive Orbitrap 四极杆 -
静电场轨道阱质谱仪 [ 配有热喷雾离子源（HESI）、
Xcalibur 4.1 化学工作站 ]、Ultimate 3000 超高效液
相色谱仪（美国 Thermo Scientific 公司）；AX 205
型十万分之一天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）。
2　方法

2.1　分组、造模及给药

　　将 48 只 SD 大鼠随机分为 6 组，每组 8 只，分
别为正常组（Control 组）、褐藻寡糖组（AOS 组）、
LPS 组、何首乌组（PM 组）、脂多糖＋何首乌组
（LPS ＋ PM 组），褐藻寡糖＋脂多糖＋何首乌组
（AOS ＋ LPS ＋ PM 组）。Control 组给予正常饮食
及灌胃等体积的生理盐水 2 周，其他组给药：AOS
组（连续灌胃 AOS 600 mg·kg－ 1 2 周），LPS 组（尾
静脉注射 LPS 溶液 25 μg·kg－ 1），PM 组（灌胃 PM 
10 g·kg－ 1），LPS ＋ PM 组（尾静脉注射 LPS 溶液
25 μg·kg－ 1，2 h 后灌胃 PM 10 g·kg－ 1），AOS ＋

LPS ＋ PM 组（连续灌胃 AOS 600 mg·kg－ 1 2 周，
尾静脉注射 LPS 溶液 25 μg·kg－ 1，2 h 后灌胃 PM 
10 g·kg－ 1），5 h 后，腹主动脉取血，离心，收集
血清，肝组织经生理盐水冲洗后在液氮中速冻，－

80℃冰箱保存。
2.2　肠道微生物测序分析

　　微生物多样性是基于 Illumina HiSeq 测序平
台，利用双末端测序的方法，构建小片段文库进
行测序。本研究对 Reads 进行拼接过滤，对 OTUs
（Operational Taxonomic Units）聚类，并进行物种
注释及丰度分析，揭示样品的物种构成；进一步
进行α 多样性分析（Alpha Diversity）、β 多样性分
析（Beta Diversity）和显著物种差异分析等，挖掘
褐藻寡糖对肠道菌群的影响。
2.2.1　DNA 提取与建库测序　采用 Qiagen DNA
提取试剂盒（QIAamp DNA Stool Mini Kit）提取
大鼠粪便 DNA；采用 NanoDrop 2000 超微量分光
光度计检测提取的 DNA 浓度和纯度，采用 1% 琼
脂糖凝胶电泳检测 DNA 的完整性。提取样品总
DNA 后，利用通用引物 338F 和 806R，扩增 16S 
rRNA 的 V3 ～ V4 区，产物经纯化、定量和均一
化形成测序文库，文库质检，合格的用 Illumina 
HiSeq 2500 进行测序，得到的原始数据经碱基识
别分析转化为原始测序序列，结果以 FASTQ 文
件格式存储。
2.2.2　信息分析　利用 QIIME2 软件对测序数据
进行处理，首先去除原始序列中的标签与引物序
列，然后对原始序列进行质控、去噪、拼接和去
除嵌合体，得到有效数据。然后基于有效数据进
行 OTUs（Operational Taxonomic Units）聚类和物
种分类分析。根据 OTUs 聚类结果，对比 Silva 数
据库进行物种注释，然后进行 OTUs、多样性及
差异性等分析，利用 R 语言工具进行作图。
2.3　基于 1H-NMR 的肝脏代谢组学分析

2.3.1　样本预处理　取 0.5 g 的肝脏组织，加入
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1 mL 生理盐水，匀浆，取 200 μL 于 1.5 mL 离
心管中，加 400 μL 磷酸盐缓冲液 [0.2 mol·L － 1 
KH2PO4，0.2 mol·L－1 NaH2PO4，0.6 mmol·L－1 2，
2，3，3，-d4-3（三甲基硅基）丙酸钠盐（TSP），
pH 7.4]，14 000 r·min － 1，4℃离心 10 min，取
上清液 550 μL 于核磁管中。
2.3.2　检测条件　使用高分辨核磁共振谱仪，采
用 NOESYGPPR-1D（RD-90°-t1-tm-90°-acq）
脉冲序列，超低温探头进行氢谱检测，频率为
600.58 MHz，温度为 294 K，谱宽为 9615.4 Hz。
2.3.3　数据处理　所有 1H-NMR 谱均经傅里叶
变换、相位和基线调整，使用 MestReNova 核磁
图谱处理软件依据 TSP 信号（δH 0.00）对谱图进
行化学位移校正，对总峰面积的数据进行归一
化，将数据矩阵导入 SIMCA-P 14.1 软件，进行
主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘判别分析
（OPLS-DA），根据变量投影重要性（VIP）值＞

1 和 t 检验（P ＜ 0.05）筛选差异代谢物。
2.4　基于 UHPLC-MS 的肝脏代谢组学分析

2.4.1　样本预处理　取肝脏组织匀浆液 100 μL
于 1.5 mL 离 心 管 中， 加 入 600 μL 乙 腈，4℃、
13 200 g 离心 10 min，取上清液，氮吹干。分析
前用 80% 甲醇水溶液复溶，4℃、13 200 g 离心
10 min，取上清液进样。
2.4.2　检测条件　
　　① 色谱条件　色谱柱：ACQUITY UPLC HSS 
T3 柱（2.1 mm×100 mm，1.8 µm，美国 Waters 公
司）；流动相 A：水（含 0.1% 甲酸），流动相 B：
乙腈；洗脱梯度（0 ～ 10 min，3% ～ 100%B）；
流速 0.4 mL·min－ 1；进样量 2 μL；柱温 30℃。
　　② 质谱条件　离子源：HESI 源，正负离子
模式；扫描模式：Full-MS/dd-MS2 模式；源参数：
源喷雾电压：正负离子分别为 3.5 kV 和 2.8 kV；
毛细管温度为 320℃，离子源加热温度为 350℃；
鞘气（N2）为 35；辅气（N2）为 10；S-lens 水平
为 50 V；碰撞能量为 20 V，40 V，60 V；扫描范
围为 m/z 100 ～ 1500；分辨率为 70 000。
2.4.3　数据处理　将代谢物数据导入 SIMCA-P 
14.1 软件进行 PCA 和 OPLS-DA，根据 VIP ＞ 1
和 t 检验（P ＜ 0.05）筛选差异代谢物。将差异代
谢物导入 MetaboAnalyst 5.0 数据库进行相关代谢
通路分析。
3　结果 
3.1　动物一般情况及肝脏形态学观察

　　大鼠在给予何首乌醇提物后 1 ～ 3 h 内出现轻

微腹泻现象，尿液颜色加深；尾静脉注射 LPS 后，
出现排便增多现象；其中 LPS ＋ PM 组大鼠出现
大便稀溏，AOS ＋ LPS ＋ PM 组大鼠排便量略有
增加，大便质地改变不明显，尿液颜色趋于正常。
　　实验室前期研究结果表明，LPS 可致 SD 大
鼠肝细胞部分区域轻度变性及炎细胞浸润，PM
可加重这种现象，导致大部分区域肝细胞变性，
提前给予 AOS 干预后，肝损伤明显减轻，仅可见
轻度炎细胞浸润，散在肝细胞坏死 [9]。
3.2　肠道菌群的变化

3.2.1　肠道菌群α 多样性和β 多样性分析　α 多
样性分析显示（见图 1A ～ E），与 Control 组相
比，LPS 显 著 升 高 Observed species 指 数、Ace
指数、Chao 1 指数（P ＜ 0.05），LPS 虽然是注
射给药，但是仍提高了 SD 大鼠肠道菌群多样
性；PM 对肠道菌群多样性影响不大；AOS 对
Observed species 指数、Shannon 指数、Ace 指数、
Chao 1 指数也均有显著升高作用（P ＜ 0.05），但
LPS ＋ PM 对肠道菌群的多样性影响不大；与
LPS ＋ PM 组相比，AOS ＋ LPS ＋ PM 可显著升
高 Observed species 指数、Shannon 指数和 Chao 1
指数，这与 AOS 对肠道菌群影响趋势一致。
　　β 多样性分析显示（见图 1F），Control 组、LPS
组、AOS 组、LPS ＋ PM 组 和 AOS ＋ LPS ＋ PM
组组内离散程度差异小于组间差异，各组间分离度
较好。
3.2.2　肠道菌群组成变化分析　实验结果显示，
在门水平上（见图 2A），各组菌群均以拟杆菌门
（Bacteroidetes）和厚壁菌门（Firmicutes）为主，
与 Control 组相比，LPS 组大鼠变形菌门（Proteo-
bacteria）和放线菌门（Actinobacteria）丰度显著提
高；与肠道菌群多样性结果一致，PM 单独给药
未显著改变大鼠菌群组成；AOS 单独给药显著提
高疣微菌门（Verrucomicrobia）、放线菌门和蓝细
菌门（Cyanobacteria）细菌丰度；与 LPS 组相比，
LPS ＋ PM 组大鼠放线菌门丰度显著升高，蓝
细菌（Cyanobacteria）丰度显著降低；与 LPS ＋

PM 组相比，AOS ＋ LPS ＋ PM 组大鼠疣微菌门
丰度显著提高。
　　在科水平上（见图 2B），与 Control 组相比，LPS
组大鼠肠杆菌科（Enterobacteriaceae）丰度显著提高；
与门水平一样，PM 单独给药未显著改变大鼠菌群水
平，而 AOS 可显著提高疣微菌科（Verrucomicrobia-
ceae）和肠杆菌科细菌丰度；与 LPS 组相比，LPS ＋

PM 组大鼠肠球菌科（Enterococcaceae）丰度显著升



1703

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

高；与 LPS ＋ PM 组相比，AOS ＋ LPS ＋ PM 组大
鼠瘤胃球菌科（Ruminococcaceae）丰度显著提高，而
肠球菌科丰度显著降低。
　　在属水平上（见图 2C ～ F），与 Control 组相
比，LPS 组 大 鼠 Escherichia-Shigella 丰 度 显 著 提
高，PM 组大鼠 Lachnospiraceae_NK4A136_group 丰
度显著降低（P ＜ 0.05）；AOS 可显著提高阿克曼
菌（Akkermansia）和肠球菌丰度；与 LPS 组相比，
LPS＋PM 组大鼠肠球菌丰度显著升高（P＜0.05）；
与 LPS ＋ PM 组相比，AOS ＋ LPS ＋ PM 组大鼠
瘤胃球菌科丰度显著提高，而肠球菌丰度显著降低
（P ＜ 0.05）。
3.3　肝脏代谢组学变化

　　所有 1H-NMR 谱均经傅里叶变换、相位和基
线调整，使用 MestReNova 核磁图谱处理软件依据
TSP 信号（δH 0.00）对谱图进行化学位移校正，通
过化学位移、耦合常数、二维谱等核磁数据分析，
结合 HMDB 数据库以及参考文献，共指认 18 种
内源性代谢物，见图 3 及表 1。对总峰面积的数
据进行归一化，将数据矩阵导入 SIMCA-P 14.1 软
件，进行 PCA 和 OPLS-DA。通过 PCA，可以看
出各组有分离的趋势。利用 OPLS-DA 中 S-plot 图
考察对分组的贡献大的成分，基于该模型，筛选
出 VIP ＞ 1 同时 P ＜ 0.05 的变量作为差异代谢物。
LPS ＋ PM 组与 Control 组相比，3- 羟基丁酸、谷
氨酸、谷氨酰胺、谷胱甘肽、二甲基甘氨酸、胆碱、
邻磷酸胆碱以及甘氨酸水平显著下降（P ＜ 0.05），
AOS ＋ LPS ＋ PM 组与 LPS ＋ PM 组相比，甘氨

酸、3- 羟基丁酸、赖氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、
谷胱甘肽、二甲基甘氨酸、酪氨酸水平显著升高
（P ＜ 0.05）。
　　另外，采用 UHPLC/Q-Orbitrap MS 在正、负
离子两种模式下对大鼠肝组织进行代谢组学分
析。采用无监督的 PCA 对大鼠肝脏样本的代谢
轮廓进行分析，得到各组正负离子模式下的代
谢轮廓图，见图 4A，结果显示，各组大鼠肝脏
代谢物能够明显分离，与核磁代谢组结果类似，
AOS、LPS 和 PM 均引起大鼠体内代谢物的变化。
表 2 结果显示，LPS ＋ PM 组与 Control 组相比，
黄嘌呤、芥酸酰胺、L- 异亮氨酸、4- 氧代脯氨
酸、D- 焦谷氨酸、4- 十二烷基苯磺酸、胆碱、N-
棕榈酰基 -D- 赤藓氨醇、D- 甘露糖、普瑞巴林、
DABCO、纳多洛尔、甜菜碱、D- 谷氨酰胺、硬
脂酸、二十二酰胺、苯并噻唑、L- 组氨酸及 D-
（＋）- 脯氨酸水平显著变化（P ＜ 0.05）。图 4D
结果显示，AOS ＋ LPS ＋ PM 组与 LPS ＋ PM
组相比，己二酸、N1- 甲基 -2- 吡啶酮 -5- 甲酰胺、
二氢胸腺嘧啶、肌酸酐、纳多洛尔、L- 异亮氨酸、
二十二酰胺水平显著变化（P ＜ 0.05）。
4　通路富集分析

　　将基于 1H-NMR 与 UHPLC-MS 法分析 AOS ＋

LPS ＋ PM 组 与 LPS ＋ PM 组 的 差 异 代 谢 物
（P＜0.05，VIP＞1）在 MetaboAnalyst 5.0（https：//
www.metaboanalyst.ca）网站进行代谢通路富集分
析，结果见图 5，横坐标为 VIP 值，纵坐标为 P 值
水平。共筛选出 22 条代谢通路，包括 D- 谷氨酰胺

图 1　大鼠肠道菌群多样性分析

Fig 1　Diversity of gut microbiota in rats
注：与 Control 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 LPS ＋ PM 比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01；
Note：vs the Control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the LPS ＋ PM group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.
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图 2　肠道菌群组成变化分析 
Fig 2　Changes in the composition of gut microbiota
A. 门水平丰度柱状图（percent of community abundance on phylum level）；B. 菌群水平丰度柱状图（percent of community abundance on genus 
level）；C. Akkermansia 相对丰度（relative abundance of Akkermansia）；D. Enterococcus 相对丰度（relative abundance of Enterococcus）；E. 
Escherichia-Shigella 相对丰度（relative abundance of Escherichia-Shigella）；F. Lachnospiraceae_NK4A136_group 相对丰度（relative abundance 
of Lachnospiraceae_NK4A136_group）

注：与 Control 组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 LPS 组比较，△△ P ＜ 0.01；与 LPS ＋ PM 组比较，##P ＜ 0.01。
Note：vs the Control group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the LPS group，△△ P ＜ 0.01；vs the LPS ＋ PM group，##P ＜ 0.01.

图 3　1H-NMR 及 SIMCA 分析图 
Fig 3　1H-NMR and SIMCA 
A. 大鼠肝脏代谢 1H-NMR 图谱（1H-NMR of liver metabolism）；B. PCA 得分图（PCA score）；C. Control 组和 LPS ＋ PM 组 OPLS-DA 得分图

（OPLS-DA score plots of the control group and the LPS ＋ PM group）；D. Control 组和 LPS ＋ PM 组 S-plot 图（S-plots of control group and the 
LPS ＋ PM group）；E. LPS ＋ PM 组和 AOS ＋ LPS ＋ PM 组 OPLS-DA 得分图（OPLS-DA score plots of the LPS ＋ PM group and the AOS ＋

LPS ＋ PM group）；F. LPS ＋ PM 组和 AOS ＋ LPS ＋ PM 组 S-plot 图（S-plot of the LPS ＋ PM group and the AOS ＋ LPS ＋ PM group）
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表 1　大鼠肝脏 1H-NMR 图谱中指认代谢物峰归属 
Tab 1　Metabolite peaks identified by 1H-NMR spectra of the rat liver

序号 代谢物 化学位移
差异代谢物相对含量

LPS ＋ PM 组与 Control 组相比 AOS ＋ LPS ＋ PM 组与 LPS ＋ PM 相比

1 甘氨酸 3.56（s） — ↑

2 3- 羟基丁酸 1.20（d），3.33（d） ↓ ↑

3 赖氨酸 1.74（m），1.88（m） — ↑

4 乙酸 1.91（s） — —

5 谷氨酸 2.02（m），2.17（m），2.32（m） ↓ ↑

6 谷氨酰胺 2.16（m），2.42（m），3.78（t） ↓ ↑

7 谷胱甘肽 2.17（m），2.54（m） ↓ ↑

8 琥珀酸 2.39（s） — —

9 二甲基甘氨酸 2.91（s），3.71（s） ↓ ↑

10 肌酸 3.02（s），3.95（s） — —

11 胆碱 3.20（s），4.05（m） ↓ —

12 邻磷酸胆碱 3.21（s），3.58（s） ↓ —

13 甘氨酸 3.58（s） ↓ —

14 尿嘧啶 5.81（d），7.55（d） — —

15 胞苷 6.07（d），7.84（d） — —

16 酪氨酸 6.90（d），7.19（d） — ↑

17 黄嘌呤 7.89（s） — —

18 二磷酸腺苷 8.46（s） — —

图 4　UHPLC-MS 肝脏代谢组学的 SIMCA 分析图 
Fig 4　SIMCA analysis of UHPLC-MS liver metabolomics
A. PCA 得 分 图（PCA score map）；B. Control 组 和 LPS ＋ PM 组

OPLS-DA 得 分 图（OPLS-DA score plots between Control group and 
LPS ＋ PM group）；C. Control 组和 LPS ＋ PM 组 S-plot 图（S-plot 
between Control group and LPS ＋ PM group）；D. LPS ＋ PM 组

和 AOS ＋ LPS ＋ PM 组 OPLS-DA 得 分 图（OPLS-DA scores plots 
between LPS group ＋ PM and AOS ＋ LPS ＋ PM group）；E. LPS ＋

PM 组 和 AOS ＋ LPS ＋ PM 组 S-plot 图（S-plot between LPS group 
＋ PM and AOS ＋ LPS ＋ PM group）

表 2　基于 LC-MS法鉴别大鼠肝脏差异代谢物 
Tab 2　Differential metabolites of the rat liver identified by LC-MS

名称 分子式
保留时

间 /min

LPS ＋

PM 组与

Control
组相比

AOS ＋

LPS ＋ PM
组与 LPS ＋

PM 组相比

黄嘌呤 C5H4N4O2 1.381 ↓ —

芥酸酰胺 C22H43NO 9.960 ↑ —

L- 异亮氨酸 C3HNO3S 1.779 ↓ ↓
4- 氧代脯氨酸 C5H7NO3 1.232 ↑ —

D- 焦谷氨酸 C5H7NO3 1.231 ↑ —

4- 十二烷基苯磺酸 C17H28O3S 9.720 ↓ —

胆碱 C10H22N2O3 0.699 ↑ —

N- 棕榈酰基 -D- 赤藓氨醇 C34H67NO3 9.906 ↓ —

D- 甘露糖 C6H12O6 0.723 ↓ —

普瑞巴林 C8H17NO2 1.048 ↓ —

DABCO C6H12N2 10.074 ↓ —

纳多洛尔 C17H27NO4 4.631 ↑ ↑
甜菜碱 C5H11NO2 9.405 ↑ —

D-（－）谷氨酰胺 C5H10N2O3 0.658 ↑ —

硬脂酸 C18H36O2 8.815 ↑ —

二十二酰胺 C22H45NO 9.981 ↓ ↑
苯并噻唑 C7H5NS 10.047 ↓ —

L- 组氨酸 C6H9N3O2 0.794 ↑ —

D-（＋）- 脯氨酸 C5H9NO2 0.716 ↑ —

己二酸 C6H10O4 1.919 — ↓
N1- 甲基 -2- 吡啶酮 -5- 甲

酰胺

C7H8N2O2 1.815 — ↓

二氢胸腺嘧啶 C5H8N2O2 0.704 — ↓
肌酸酐 C4H7N3O 0.718 — ↓
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和 D- 谷氨酸代谢，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的
生物合成，谷胱甘肽代谢，丙氨酸、天门冬氨酸和
谷氨酸代谢，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，氨酰
基 -tRNA 生物合成等代谢通路。

图 5　肝脏代谢通路的 MetPA 分析

Fig 5　MetPA analysis of the liver metabolic pathways

5　讨论与小结

　　本研究基于 LPS 特异质肝损伤模型，发现
何首乌可诱导大鼠肝损伤，而 AOS 具有保肝作
用 [10]，但是未见其对肠道菌群和代谢组学的相关
研究报道。因此，本研究采用 LPS 诱导的特异质
肝损伤模型，探讨 AOS 对何首乌致大鼠特异质肝
损伤的保护作用。多糖是生物大分子，在肠道内
可在肠道菌群水解酶、多糖裂合酶的作用下发生
降解，因此本研究首先考察了其对肠道菌群的影
响。AOS 能提高正常大鼠肠道菌群的多样性，虽
然 LPS ＋ PM 对肠道菌群的多样性影响不大，但
预先基于 AOS 能显著升高 Observed species 指数、
Shannon 指数和 Chao 1 指数。在肠道菌群组成变
化分析中发现，AOS 能提高疣微菌门、疣微菌科
以及阿克曼菌丰度，据报道阿克曼菌有肝保护的
作用 [11]，AOS 能降低肠球菌丰度，而肠球菌是一
种有害菌 [12]。在 LPS 诱导的何首乌致肝损伤模型
中，预先给予 AOS，发现疣微菌门、瘤胃球菌科
丰度显著提高，推测 AOS 可能对于肝损伤的治疗
具有积极的意义。多糖无紫外吸收，体内代谢追
踪困难，因此本研究采用代谢组学的方法研究多
糖对生命活动的干预。本文基于 1H-NMR 技术和
UHPLC-MS 技术发现，AOS 能显著改变 SD 大鼠
肝脏内源性代谢物的变化。在何首乌诱导的特异
质肝损伤模型中，预先给予 AOS 可逆转肝损伤大
鼠肝脏中谷胱甘肽、谷氨酸和谷氨酰胺含量的降
低，主要引起 D- 谷氨酰胺和 D- 谷氨酸代谢通路

的变化。谷胱甘肽广泛应用于临床上治疗各种肝
病，谷氨酸与谷氨酰胺则是参与合成谷胱甘肽的
物质 [13]。由此推测，在何首乌引起的特异质肝损
伤模型中，AOS 可能通过提高某些肠道菌如疣微
菌门、瘤胃球菌科丰度以及 D- 谷氨酰胺和 D- 谷
氨酸代谢通路发挥保护作用。
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大血藤质子核磁共振指纹图谱研究
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摘要：目的　建立不同产地大血藤 1H-NMR 指纹图谱，并进行差异性分析。方法　采用 CPMG
脉冲序列采集样品 1H-NMR 信号，测定温度 298 K，观测频率 600 MHz，数据经分段积分，归

一化处理后导入 MetaboAnalyst 5.0 软件进行统计分析。结果　建立了大血藤 1H-NMR 指纹图

谱，并鉴定了 13 种化学成分，主成分分析、聚类分析结果表明 13 批大血藤药材有显著差异，

方差分析结果筛选出绿原酸乙酯、正十六烷酸、红景天苷、葡萄糖、3，5-O- 二甲基没食子酸、

丁香醛、蔗糖、表儿茶素、绿原酸为影响大血藤质量的主要差异性成分。结论　建立了大血藤
1H-NMR 指纹图谱并筛选出差异性成分，为评价不同来源大血藤药材的质量提供了参考。

关键词：大血藤；指纹图谱；主成分分析

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1707-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.003

1H-NMR fingerprint of Sargentodoxae Caulis

PEI Jie-rong1, JIN Ru-yi1, SU Mei1, ZHU Jian1, HUANG Sheng-jie1, ZHANG Peng1, 2, JIANG Miao-
miao1, 2* (1. State Key Laboratory of Component-based Chinese Medicine, Tianjin University of 
Traditional Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. Haihe Laboratory of Modern Chinese Medicine, 
Tianjin  301617)

Abstract: Objective  To establish 1H-NMR fingerprint of Sargentodoxae Caulis from different 
habitats, and analyze the differences. Methods  The 1H-NMR spectrum of the sample was collected 
by CPMG pulse sequence. The measurement temperature was 298 K and the observation frequency 
was 600 MHz. The data were segmented and normalized, and then imported into MetaboAnalyst 
5.0 software for statistical analysis. Results  1H-NMR fingerprint of Sargentodoxae Caulis was 
established and 13 compounds were calibrated. Principal components analysis and cluster analysis 
showed significant differences among the 13 sample batches of Sargentodoxae Caulis. ANOVA 
showed that ethyl chlorogenate, octadecanoic acid, salidroside, glucose, 3, 5-O-dimethyl gallic acid, 
syringaldehyde, sucrose, epicatechin and chlorogenic acid were the main differential ingredients. 
Conclusion  The 1H-NMR fingerprint of Sargentodoxae Caulis is established, and the differential 
ingredients are screened, which provide a reference to evaluate the quality of Sargentodoxae Caulis of 
different sources. 
Key words: Sargentodoxae Caulis; fingerprint; principal component analysis
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　　大血藤，习称红藤，又名血藤、红皮藤
等，为木通科植物大血藤 Sargentodoxa cuneata
（Oliw.）Rehd. et Wils. 的干燥藤茎，具有清热解
毒、活血、祛风止痛等功效 [1]。现代药理研究表
明，大血藤可用于治疗肠痈腹痛、热毒疮疡、经
闭、痛经、跌扑肿痛、风湿痹痛。作为治疗子宫

内膜异位症的有效药对及药物组合药味之一，大
血藤备受关注，戴德英教授 [2] 独创红藤方用于子
宫内膜异位症治疗，后人研究其机制，发现与激
素类药物不同，红藤方具有综合抗炎作用，治疗
效果更可靠 [3]。有研究报道大血藤中绿原酸、原
儿茶酸、3，4- 二羟基苯乙醇等苯丙素类和酚酸
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类成分为其药效成分。
　　目前研究人员在大血藤含量测定相关研究方面
大多采用苯丙素类成分和酚酸类成分为指标性成分，
如绿原酸、红景天苷 [4]、咖啡酸、香草酸 [5]、原花
青素 B2 和表儿茶素 [6] 等。但大血藤药材本身因素
也会影响其指标成分的含量，从而影响质量评价的
结果。不同生长年限的大血藤药材含量差异明显，
4 ～ 5 年生的大血藤含量最为稳定 [7]；不同产地、批
次的大血藤含量也会有所影响。已有研究人员采用
高效液相色谱法得出产地不同的大血藤各成分含量
差异很大 [4]，批次不同药材中也会出现几种指标成
分未检出的现象 [8]。
　　核磁共振指纹图谱（NMR）是研究处于强磁
场中的原子核对射频辐射的吸收，从而获得有关
化合物分子结构信息的分析方法。所得到核磁共
振图谱是独有的，因其具有高度的重现性和特征
性的优点，可评价药材和中成药质量的均一性和
稳定性 [9]。质子核磁共振指纹图谱（1H-NMR）作
为 NMR 主要研究内容，所需样品少，扫描时间
短，容易获得 [10]，能全面地检测药材整体化学成
分，检测出多种类型成分，且与 HPLC 指纹图谱
相比，样品前处理简单，定量分析无需对照品，
与 HPLC-UV 相比，可在不进行衍生化或分离下测
定初级代谢产物 [11]，弥补传统方法的不足。
　　因此，本试验测定湖北、江西、河南等地、
不同批次大血藤的 1H-NMR，进行差异性分析，
以进一步明确大血藤药效物质基础，为其鉴定、
质量控制与评价提供参考。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　高速万能粉碎机（北京市永光明医疗仪器
有限公司，型号 FW-80）；万分之一天平（德国
Sartorius 公司）；涡旋振荡器（Labnet International
公司）；超声波多频清洗机（宁波新芝生物科技
股份有限公司，型号 SB-5200DTS）；常温离心
机（德国 Eppendorf 股份公司）；5 mm 标准核磁
管（美国 Norell 公司）；超导核磁共振波谱仪（德
国 Bruker 公司，Bruker 600 MHz）。
1.2　试药
　　收集安徽、广西、湖北、河南、江苏、江西、
陕西、浙江 8 个产地的大血藤药材，共 13 个批次
（见表 1），经天津中医药大学中医药研究院吴红
华副研究员鉴定为木通科植物大血藤 Sargentodoxa 
cuneata（Oliw.）Rehd. et Wils. 的干燥藤茎。氘代
甲醇（CD3OD，含量：99.8%，青岛腾龙微波科
技有限公司）；3-（三甲基甲硅烷）丙酸 -d4 钠盐
（TSP-d4，含量：98%，美国 Sigma-Aldrich 公司）。

表 1　大血藤样品来源 
Tab 1　Source of Sargentodoxae Caulis samples

No. 产地 批号 No. 产地 批号

AHA 安徽 2006001 JX 江西 150401
AHB 安徽 150401CP0023 SXA 陕西 C20080209
AHC 安徽 1710001 SXB 陕西 20180219
GX 广西 20191201 ZJA 浙江 8013405
HB 湖北 200401 ZJB 浙江 12201109
HN 河南 190401CP0023 ZJC 浙江 181101
JS 江苏 20200726

2　方法
2.1　供试品溶液的制备
　　取大血藤药材样品，粉粹后过 80 目筛，精
密称取药材细粉 50 mg 置离心管中，加入 1.0 mL
氘代甲醇（含内标 0.01% TSP-d4），冷浸 30 min，
超 声 30 min， 以 14 000 r·min － 1 离 心 10 min，
精密吸取 0.55 mL 上清液至 5 mm 核磁管中，加
封，直接用于 1H-NMR 测试。
2.2　1H-NMR 测定条件
　　采用 cpmgpr1d 脉冲序列，测定温度 298 K，
观测频率 600 MHz，扫描次数为 32 次，接受增
益为 188.5，弛豫时间为 5 s，信号采集时间为
2.7263 s，谱宽 12 019.2 Hz，以 TSP 信号的化学
位移值定标。
2.3　1H-NMR 指纹图谱测定与数据处理
　　将供试品溶液按照“2.2”项下测试条件分别
进行 1H-NMR 测定，得到的 1H-NMR 信号导入
MestReNova 软件进行傅里叶转换，调整相位，
校正基线，以内标 TSP-d4 峰为基准校正化学位
移，即可获得各样品的 1H-NMR 图谱。
2.3.1　分段积分　选择δ 0.001 作为化学位移值
单位对δ － 0.15 ～ 10.0 内的图谱进行分段积
分，并对总峰面积进行归一化处理，输出数据
即可得到各化学位移值段与相对应的信号峰面
积积分值（扣除甲醇峰信号δ 3.27 ～ 3.35 和水峰
信号δ 4.80 ～ 4.90）。根据相似度计算原理（皮
尔森相关系数法），按下列公式利用 Excel 2016
软件进行相似度分析，同时将得到的数据导入
MetaboAnalyst 5.0 软件进行统计分析。

　　

2.3.2　共有峰积分　选取图 1 中 1、2、3、4、
6、7、8、9、12 号化学成分中不重叠的质子信
号峰作为共有峰，计算积分面积。积分区间分别
为 δ 1.21 ～ 1.24、δ 1.26 ～ 1.29、δ 2.80 ～ 2.83、
δ  3.23 ～ 3.26、δ  3.88 ～ 3.89、δ  3.92 ～ 3.94、δ 
5.36 ～ 5.38、δ 5.91 ～ 5.93、δ 6.81 ～ 6.83。
2.4　方法学考察
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2.4.1　精密度　取同一份大血藤供试品溶液按照
“2.2”项下条件连续测定 6 次，采用“2.3”项下
数据处理方法，分段积分计算相似度，共有峰积
分面积计算 RSD 值。
2.4.2　重复性　取同一批次大血藤样品按照
“2.1”项下方法制备 6 份供试品溶液，进样测定，
采用“2.3”项下数据处理方法，分段积分计算相
似度，共有峰积分面积计算 RSD 值。
2.4.3　稳定性　取同一份大血藤供试品溶液分别
在 0、2、4、6、8、10、12 h 按照“2.2”项下条
件测定，采用“2.3”项下数据处理方法，分段积
分计算相似度，共有峰积分面积计算 RSD 值。
3　结果与分析
3.1　大血藤提取物的 1H-NMR 指纹图谱
　　大血藤提取物的 1H-NMR 指纹图谱见图 1，质
子信号峰分布在δ 0 ～ 10，根据图谱信号峰的化学
位移值与偶合裂分情况，通过与参考文献 [12-19] 数

据比对的方法对大血藤提取的 1H-NMR 指纹图谱
信号进行归属，鉴定了 13 个成分，主要为酚酸类
化合物（红景天苷、原儿茶酸、没食子酸、3，5-O-
二甲基没食子酸、3，4- 二羟基苯乙醇、3，4- 二
羟基苯乙醇葡萄糖苷、绿原酸、绿原酸乙酯、表
儿茶素、丁香醛）和其他类化合物（葡萄糖、蔗糖、
正十六烷酸），质子信号详细归属见表 2。

图 1　大血藤提取物的 1H-NMR 指纹图谱

Fig 1　1H-NMR fingerprint of extracts from Sargentodoxae Caulis

表 2　大血藤提取物中 13 种化学成分 1H-NMR信号归属 
Tab 2　1H-NMR signal attribution of 13 chemical components in the extract of Sargentodoxae Caulis

峰号 化学成分 δ 1H
1 绿原酸乙酯 [12] 1.22（t），3.76（m），4.08（m），5.33（d），6.77（d），6.96（d），7.03（s），7.57（s）
2 正十六烷酸 [13] 0.7（s），0.85（s），0.96（s），1.01（s），1.15（m），1.27（s）
3 红景天苷 [14] 2.76（s），2.82（d），3.76（m），4.28（d），5.09（d），6.74（d），7.05（d）
4 葡萄糖 [14] 3.25（dd），3.41（m），3.46（m），3.64（m），3.76（m），3.80（m），5.09（d）
5 3，4- 二羟基苯乙醇葡萄糖苷 [12] 2.56（m），3.17（m），3.33（s），3.46（m），3.78（m），4.01（m），4.27（dd），6.54（dd），

6.65（d），6.67（d）
6 3，5-O- 二甲基没食子酸 [15] 3.88（s），7.37（s）
7 丁香醛 [16] 3.94（s），7.24（d），9.67（s）
8 蔗糖 [17] 3.54（m），3.82（m），5.37（d）
9 表儿茶素 [15] 2.80（m），4.18（s），5.90（d），5.92（d），6.74（d），6.78（m），6.96（d）
10 3，4- 二羟基苯乙醇 [12] 2.56（m），3.46（m），6.54（dd），6.65（d），6.67（d）
11 原儿茶酸 [12] 6.74（d），6.96（d），7.05（d）
12 绿原酸 [18] 2.01（m），2.07（m），3.77（d），4.27（d），5.35（m），6.82（d），7.03（d），7.55（d）
13 没食子酸 [19] 7.05（d）

　　由图 2 可知，不同产地大血藤 1H-NMR 图谱
之间具有差异性，与解析的大血藤中化学成分的
信号峰比对，正十六烷酸、红景天苷、蔗糖、表
儿茶素含量差异较大，正十六烷酸在 SXA、HN、
JX 等批中含量较高，表儿茶素在 AHA、HN、
HB 等批中含量较高，红景天苷在 JS、ZJB、ZJC
等批中含量较高，蔗糖则在 HN、AHA 批中含量
高，在 JS、ZJA、ZJC 中含量很低。
3.2　方法学考察结果
　　精密度、重复性、稳定性试验中相似度结
果均在 0.99 以上，共有峰积分面积 RSD 分别在

0.55% ～ 2.4%、0.62% ～ 2.1%、0.62% ～ 4.0%，
表明方法精密度、重复性良好，供试品溶液在 12 
h 内稳定。
3.3　统计分析
3.3.1　主成分分析（PCA）　本试验共有 8 个产 地 13 批大血藤样品（n ＝ 3），将 NMR 数据导

图 2　不同产地大血藤样品的 1H-NMR 指纹图谱

Fig 2　1H-NMR fingerprint of Sargentodoxae Caulis samples from 
different habitats
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入 MetaboAnalyst 5.0 软件对其进行 PCA，结果
13 批次大血藤样品之间存在相似性与差异性，具
有较好的区分度，AHC、JX、AHB、JS、ZJC、
SXA 批次样品间有明显的差异，而 HB、AHA、
SXB 等批次较为接近（见图 3）。

图 3　13 批不同产地来源的大血藤样品主成分分析得分图（椭圆内

置信区间为 0.95）
Fig 3　Scores of principal component analysis for 13 batches of 
Sargentodoxae Caulis samples from different habitats（confidence 
interval within ellipse 0.95）

3.3.2　聚类分析（CA）　应用 MetaboAnalyst 5.0
软件对大血藤样品进行 CA，结果见图 4。13 批大
血藤样品具有差异，大致可分为 4 组，组间差异
较大，组内较为相似，其中 ZJB、ZJA、ZJC、JS、
AHB 批为一组，HB、GX、SXB、AHA、HN、JX
批为一组，SXA、AHC 批则各为一组。

图 4　13 批不同产地来源大血藤样品聚类分析树状图 
Fig 4　Cluster analysis tree for 13 batches of Sargentodoxae Caulis 
samples from different habitats 

3.3.3　方差分析　为了进一步查明引起不同来
源的大血藤样品之间差异性的化学成分，采
用 MetaboAnalyst 5.0 软件进行单因素方差分析
（ANOVA），筛选 13 批样品中的差异性成分，图
5 中显示了大血藤 1H-NMR 指纹图谱数据单因素
方差分析情况，总共有 9973 个特征值，以 0.05
为分界值，有 3029 个特征值被认为 P ＜ 0.05，
为具有意义的特征值，即表示为差异性成分，共
有 6944 个特征值不表示差异性。

图 5　大血藤样品的单因素方差分析

Fig 5　One-way ANOVA for Sargentodoxae Caulis

　　应用单因素方差分析结果结合大血藤 1H-NMR
指纹图谱信号归属解析的化学成分，筛选 13 批大
血藤样品中影响质量的差异性成分（P＜0.05）为：
绿原酸乙酯、正十六烷酸、红景天苷、葡萄糖、3，
5-O- 二甲基没食子酸、丁香醛、蔗糖、表儿茶素、
绿原酸。
4　讨论
4.1　指纹图谱提取溶剂、内标物的选择
　　本试验指纹图谱的建立中提取溶剂采用氘代甲
醇，前期采用氘代丙酮、氘代甲醇与重水混合两种
溶剂进行提取，但氘代丙酮提取过程中存在对大血
藤粉末溶解度低的情况，氘代甲醇与重水混合则会
导致成分溶出不完全，测定指纹图谱基线不平整的
情况。氘代甲醇对大血藤粉末溶出完全，图谱利于
分析，因此，本试验采用氘代甲醇进行溶解提取。
对于内标物，应具备不与样品发生反应，化学位移
值与样品范围接近，信号峰不与样品信号峰重合的
条件。TSP-d4 能溶于氘代甲醇，且信号峰化学位移
在δ 0 左右，不影响样品信号峰的归属。因此，本
试验采用 TSP-d4 作为内标物。
4.2　指纹图谱脉冲序列的选择
　　大血藤中化学成分复杂，主要为酚酸类等小
分子化合物，为了使指纹图谱中小分子化合物信
号峰更明显、简洁，本试验采用 CPMG 脉冲序列
测定大血藤 1H-NMR 指纹图谱，通过该脉冲序列
的应用，图谱中大分子信号被消除，而小分子信
号增强，且水峰信号降低，更利于后续对不同产
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地大血藤 1H-NMR 指纹图谱的整体直观分析。
4.3　PCA 与 CA
　　PCA 和 CA 都是常用的多元统计分析方法，在
中药领域常被用于中药材种类的鉴定、真伪的鉴
别、质量的优劣 [20-21]。本试验结果表示出不同批次
大血藤药材间的差异。PCA 二维得分图中 AHC、
JX、AHB、JS、ZJC、SXA 批次样品间有明显的
差异，而 HB、AHA、SXB 等批次较为接近，CA
树状图中 ZJB、ZJA、ZJC、JS、AHB 批为一组，
HB、GX、SXB、AHA、HN、JX 批为一组，SXA、
AHC 批则各为一组。两者相比发现，对 13 个批次
的差异性判断相同，ZJC、JS 批具有较高的相似性，
GX、HB、HN 批表现出相似性，其余批次间差异
性较大，可认为不同产地大血藤样品具有差异。
4.4　单因素方差分析筛选差异性成分
　　通过单因素方差分析最终判断出 9 个成分为
差异性成分，需要注意的是，特征峰应当为某化
学成分独有，不与其他成分交叉，才能确定为这
一成分对差异性的影响。温时媛等 [17] 对不同产地
红景天苷进行 PCA，发现质量较好的批次中红景
天苷、酪醇含量较高，质量较差的批次中红景天
苷含量低，初生代谢产物含量高。而初生代谢产
物是次生代谢过程中的前体物质，例如红景天苷
在植物中以酪醇和尿苷二磷酸葡萄糖为底物 [22]，
在酶的催化下合成，酪醇则是通过莽草酸途径合
成。合成途径能够反映次生代谢产物与初生代
谢产物的关系，提示筛选出的差异性成分之间可
能存在某种关联，这种含量变化正是引起药材之
间质量差异的关键因素。为了进一步研究差异性
成分间的相互作用，笔者对 5 种差异性成分进行
了 KEGG 代谢通路分析（见图 6），其中灰色背景
代表筛选出的差异性成分，实线箭头代表一步生
成，虚线箭头代表多步生成，差异性成分间主要
通过糖酵解、氨基酸代谢等过程影响莽草酸途径。

图 6　5 种差异性成分的 KEGG 代谢通路分析图

Fig 6　KEGG metabolic pathways for 5 different components
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代谢组学在中药作用机制研究中的应用
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摘要：代谢组学是系统生物学的重要组成部分，具有整体性、动态性等特点，与中医药的“整

体观”“辨证观”相契合，是中医药现代化研究的一种重要方法，为揭示中医药的科学内涵和

推动中医药国际化作出了重大贡献。本文综述了近年来代谢组学在中药作用机制研究中的应

用，以期为后续研究提供参考。
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Abstract: Metabonomics (or metabolomics) is an important part of systematical biology, with the 
characteristics of integrity and dynamics. It is in line with the holistic viewpoint and dialectical 
viewpoint of traditional Chinese medicine (TCM). It is an important method in modern TCM 
research, and greatly contribute to revealing the scientific connotation of TCM and promoting its 
internationalization. This paper reviewed the application of metabonomics in the study of the active 
mechanism of TCM in recent years, aiming to provide reference for the follow-up research. 
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　　随着分析技术的快速发展，代谢组学目前已
广泛应用于生命科学相关的多项领域。它是后基
因组时代的新兴学科，与基因组学、转录组学
和蛋白质组学共同构成了“系统生物学”，主要
借助现代分析技术、高通量的检测方法以及化学
计量学的理论与方法，研究生物体整体或组织、
细胞的动态代谢变化规律，是中医药学、生物
学、药理病理学、临床医学等多个领域的研究热
点 [1-2]。本文综述了近年来代谢组学在中药作用机
制研究中的应用，以期为后续研究提供参考。
1　代谢组学概述

1.1　研究对象

　　代谢组学的主要研究对象是分子量小于 1000 

Da 的小分子代谢物，主要包括糖、脂质、氨基酸、
有机酸、类萜和固醇等化合物 [3-4]。
1.2　研究的实验流程

　　代谢组学的实验流程主要包括样本采集及处
理、获取数据、分析数据、研究代谢途径等 [5-9]。
1.2.1　样本采集及处理　根据实验设计，收集充
足的实验样品，如对照组、模型组、给药组的血
浆或组织样品。为减轻基质效应，保证分析的准
确性和灵敏度，同时最大程度提取样品中包含的
代谢物信息，需要对样品进行除杂、浓缩、离心
等预处理。通常采用的预处理方法有固相微萃取、
液相微萃取、蛋白质沉淀、微波辅助萃取、超临
界萃取、微透析以及分子印迹技术等 [10-11]。
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1.2.2　数据采集　代谢组学中常用的数据采集手
段有磁共振波谱（NMR）、气相色谱 - 质谱联用
（GC-MS）以及液相色谱 - 质谱联用（LC-MS）技
术等 [12-13]。
　　NMR 技术是代谢组学研究领域的重要手
段，包括核磁共振氢谱（1H-NMR）和磁共振碳谱
（13C-NMR）。其主要优势有：分析速度快、效率
高、不破坏样品、样品预处理简单、定性定量同
时进行、检测范围广等 [14]。
　　GC-MS 与 LC-MS 技术都是将色谱的快速分离
能力与质谱对特征离子的精准定性、定量能力相
结合，近年来广泛应用于代谢组学研究。两者均
具有灵敏度高、专属性强、分析结果准确可靠等优
点 [15-16]。GC-MS 技术对于分子量小、弱极性和挥
发性物质具有很好的检测优势，且用于物质定性
的 GC-MS 数据库比较健全，但往往需要对样品进
行衍生化处理，样品前处理比较烦琐，检测通量相
对较小。而 LC-MS 技术无需对样品进行衍生化处
理，进一步简化了样品制备步骤，适用于分析沸点
高、不易挥发、不易衍生以及分子量相对较大的代
谢物，且能够鉴定和分析痕量化合物 [17]。
1.2.3　数据分析　分析采集到的数据需要先进行
预处理，常用商业软件有 Amix（Bruker）、Pro-
genesis QI（Waters）、Compound Discoverer（Ther-
mo）、Mass Profiler Professional（Agilent）及免费
的 XCMS（https：//xcmsonline.scripps.edu/） 等。
这些软件主要是对得到的谱图进行基线过滤，去
除基线漂移并降噪，随后进行峰识别、分段积分、
峰对齐、峰匹配、重叠峰解析并校正保留时间，
对峰面积进行归一化等处理 [18]。
　　预处理后的数据可采用主成分分析（PCA）、
偏最小二乘判别分析（PLS-DA）以及正交偏最
小二乘判别分析（OPLS-DA）等方法进行分析处
理，通常使用 SIMCA P 软件进行分析。之后通
过 HMDB、MassBank、mzCloud 等数据库以及对
照品比对的方式鉴定化合物。最后，计算 OPLS-
DA 模型中的变量重要性投影（variable importance 
inprojection，VIP）值，VIP 值＞ 1 意味着该化学
成分的贡献较大，可作为引起不同样品之间差异
的化学成分；利用 t 检验法的 P 值进行进一步筛选，
当 P 值＜ 0.05，则表示差异有统计学意义；也可
利用错误发现率（false discovery rate，FDR）对 P
值进行多重假设检验校正，校正后的 P 值即为 q
值，q 值＜ 0.05 则表明差异有统计学意义 [19-20]。最
终筛选出差异标志物，分析代谢途径并验证，完

成整体水平的代谢组学研究。
2　代谢组学在中药作用机制研究中的应用

　　中药具有多成分、多靶点的作用特点，其调控
机制是通过多系统、多层次、多途径的方式实现的，
而代谢组学是通过研究小分子代谢物的动态变化以
揭示生物体生理病理状态和变化机制，两者在整体
性、动态性等方面极为契合 [21-22]。近年来，代谢组
学技术在中医药研究领域得到广泛应用，在毒性预
测、质量评价、机制探究等方面均展现出巨大潜力，
极大地推动了中医药的现代化发展进程 [23-25]。
2.1　单味中药代谢组学研究

　　单味中药由于含有多种化学成分，常常表现
出复杂的药理作用，相当于一个小复方，故揭示
其作用机制仍然是一个难题。近年来，国内外专
家运用代谢组学技术对单味中药的作用机制进行
了深入探索，取得了一定的研究成果。
　　肺癌是世界上发病率最高的疾病之一 [26]。在
中医药中，款冬花（Aconitum kusnezoffii Reichb.）常
用于治疗咳嗽、支气管炎和哮喘等肺部疾病 [27]。Li
等 [28-29] 发现款冬花的石油醚提取物（PEFF）在卵白
蛋白（ovalbumin，OVA）诱导的大鼠哮喘模型中显
示出保护作用，采用基于 1H-NMR 的代谢组学在细
胞提取物和相应培养基中鉴定出 15 种与 PEFF 抗增
殖作用相关的差异代谢产物，可能与丙酮酸代谢以
及甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢有关。
　　大黄是一种传统中药，在现代中医药学中，大
黄常被用于治疗肾纤维化 [30]。Zhang 等 [31] 应用超
高效液相色谱 - 四极杆飞行时间质谱仪，研究了大
黄石油醚、乙酸乙酯和正丁醇提取物对腺嘌呤所致
慢性肾病（CKD）大鼠尿液代谢产物的影响。鉴定
了 CKD 大鼠尿中的一系列差异代谢物，发现氨基
酸、嘌呤、牛磺酸和胆碱代谢途径存在代谢障碍，
而大黄石油醚、乙酸乙酯和正丁醇提取物均可完全
或部分逆转尿代谢物的异常，改善代谢紊乱。
　　其他代表性研究结果如表 1 所示 [32-39]。
2.2　中药复方代谢组学研究

　　中药复方由不同中药根据中医理论配伍而
成，其所含化学成分相较于单味药更复杂，导致
其药效物质及作用机制的研究较为困难。代谢组
学技术可以通过研究内源性小分子代谢物在体内
的降解和转化规律，将中药复方作为一个整体，
揭示其对生物体的整体影响，阐明作用机制，同
时也可以采用不同组别的成分 - 药效相关分析，
快速发现药效物质。
　　新生化颗粒是一种中药颗粒剂，由当归、甘
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草、川芎、干姜、桃仁、益母草、红花等中药组成，
在我国广泛应用于治疗产后贫血 [40]。Pang 等 [41]

采用 UPLC-QTOF-MS 和多变量数据方法分析血
浆代谢谱，发现新生化颗粒可能通过促进辅酶 A
生物合成、改善能量代谢、调节半胱氨酸和蛋氨
酸代谢以及鞘磷脂信号通路等途径，发挥良好的
治疗贫血的作用。
　　茵陈蒿汤是中医经典方剂，被广泛用于治疗
湿热黄疸综合征（阳黄证，DHJS）和各种肝病 [42]。
Sun 等 [43-44] 采用 UPLC-Q-TOF-G2Si-MS 技术结合
多变量统计分析方法对血清样本进行分析，鉴定
出甘油磷酸胆碱、左旋肉碱、前列腺素 E2、白三
烯 A4 等 22 个生物标志物，同时发现 15 个与茵陈
蒿汤治疗 DHJS 相关的代谢途径，其中戊糖和葡
萄糖醛酸的相互转化途径是与茵陈蒿汤发挥治疗
作用最相关的代谢途径。
　　其他代表性研究结果如表 2 所示 [45-60]。
2.3　中药活性成分的代谢组学研究

　　中药活性成分即中药中具有生物活性，可以
发挥药理作用的化学成分。对于中药活性成分作
用机制的研究，有助于进一步探明中药药效发挥
的机制 [61]。
　　近年来，高尿酸血症的发病率不断升高，该病
可诱发多种并发症，如糖尿病和高血压，严重危害
人类健康 [62-63]。研究表明，荷叶碱和薯蓣皂苷均能
降低血液中的尿酸水平，显著缓解高尿酸血症 [64-65]。

　　Wang 等 [66] 从大鼠血浆和尿液中鉴定出 25 种
与高尿酸血症密切相关的代谢产物，主要涉及甘
氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，酮体的合成和降解，
丁酸代谢，丙酮酸代谢，柠檬酸循环，糖酵解与
糖异生，乙醛酸和二羧酸代谢以及甘油磷脂代
谢。结果表明，荷叶碱可通过改善代谢紊乱来缓
解高尿酸血症。Tan 等 [67] 通过代谢组学和脂质组
学研究，共发现有 52 种代谢产物与薯蓣皂苷改
善氧嗪酸钾（PO）诱导的高尿酸血症密切相关。
这些代谢产物主要涉及精氨酸和脯氨酸代谢，苯
丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢，甘氨酸、丝氨酸
和苏氨酸代谢，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸代谢，
柠檬酸循环，甘油磷脂代谢和嘌呤代谢。
　　此外，基于代谢组学的地骨皮乙素抗糖尿病
机制 [68]、夏枯草活性成分（BA-12）抗血管生成
作用机制 [69]、黄柏酮抗前列腺癌作用机制 [70]、酸
枣仁皂苷 A 治疗失眠作用机制 [71]、黄连总生物碱
治疗胃黏膜损伤作用机制 [72]、当归多糖保肝作用
机制 [73]、葛根素抗心肌缺血机制 [74] 等研究都取
得了较好的研究进展。
2.4　中药安全性相关代谢组学研究

　　中药同其他药物一样，具有毒效二重性。中
药安全性在世界范围内备受关注，对中药的安全
性作出准确评价，阐明致毒机制，建立安全、有
效的防控方法，对中药现代化和国际化具有重要
的现实意义。利用代谢组学技术动态检测生物体

表 1　代谢组学在单味中药作用机制研究中的应用 
Tab 1　Application of metabonomics in the study of active mechanism of single traditional Chinese medicine

研究内容 分析样品 分析技术 生物标志物 作用机制 文献

生姜、干姜与炒姜治疗血瘀综

合征作用机制

大鼠血清、尿

液

GC-TOF-MS 甲酰乙内脲，D- 果糖，L-
谷氨酰胺，甘油磷酸，

鸟氨酸等

调节脂质、甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸、

淀粉和蔗糖、氨基糖和核苷酸糖、半

乳糖、精氨酸和脯氨酸代谢

[32]

艾片（左旋龙脑）抗脑缺血作

用机制

大鼠血清、脑

组织

HPLC-IT-TOF-
MS

左旋肉碱，苯乙哌啶，缬

氨酸，甲氨蝶呤等

调节能量代谢、产热和胆汁分泌 [33]

单独和联合使用甘遂与甘草治

疗恶性胸腔积液作用机制

大鼠尿液 UPLC-Q-TOF-
MS

烟酰胺，烟酸，4- 羟基环

磷酰胺，L- 丙氨酸等

调节含硒氨基酸代谢以及烟酸和烟酰胺

代谢

[34]

茯苓治疗慢性肾病作用机制 大鼠尿液 UPLC-Q-TOF-
MS

腺嘌呤，左旋肉碱，蛋氨

酸等

调节腺嘌呤代谢和氨基酸代谢 [35]

光果甘草抗鼻咽癌作用机制 人鼻咽癌细胞 GC-MS 腺苷，木糖醇，异柠檬

酸，谷氨酰胺，乳酸等

调节甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，脂

肪酸生物合成，丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢，半胱氨酸和蛋氨酸代谢

[36]

波棱瓜子治疗肝纤维化作用机

制

大鼠血清、肝

组织

1H-NMR 谷胱甘肽，谷氨酰胺，乳

酸，缬氨酸等

调节能量代谢、氨基酸和核酸代谢 [37]

水牛角解热机制 大鼠血浆 UPLC-Q-TOF-
MS

焦谷氨酸，棕榈酸酯，白

三烯 A4 等

调节花生四烯酸代谢、甘油磷脂代谢 [38]

黄芪治疗肾病综合征作用机制 大鼠血清、尿

液、肾组织

UPLC-Q-
Exactive-MS 

鞘磷脂，甘油磷脂，胆固

醇等

调节甘油磷脂、鞘磷脂和脂肪酸代谢 [39]
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内的代谢图谱变化，确定毒性作用靶点、作用过
程及生物标志物 [75-76]，已被证明是切实可行的研
究策略。
　　草乌（Aconitum kusnezoffii Reichb.）广泛用
于风湿性关节炎，疼痛性关节炎和肿瘤 [77-78]。然
而，草乌诱导的心脏和中枢神经系统毒性极大地
限制了其应用。Yan 等 [79] 通过研究给予草乌后大
鼠尿液代谢谱的变化，采用 UPLC-Q-TOF-MS 技
术结合 PCA、PLS 和 OPLS-DA 法鉴定出 13 种重
要的代谢物，主要涉及戊糖和葡萄糖醛酸的相互

转化、色氨酸代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、牛
磺酸和亚牛磺酸代谢、果糖和甘露糖代谢、淀粉
和蔗糖代谢以及抗坏血酸和醛酸代谢，故推测这
些代谢途径可能是对乌头类药物毒性反应的主要
网络。
　　何首乌（Polygonum multiflorum Thunb.）是一
种历史悠久的补益类中药，然而，近些年来，关
于何首乌引起肝毒性的临床报告最近受到了广泛关
注 [80]。由于其肝毒性机制尚不清楚，本课题组对
其进行了较为系统的研究。研究表明，对何首乌进

表 2　代谢组学在中药复方作用机制研究中的应用 
Tab 2　Application of metabonomics in the study of active mechanism of traditional Chinese medicine compound prescription

研究内容 分析样品 分析技术 生物标志物 作用机制 文献

逍遥散抗抑郁作用机制 大鼠血清 1H-NMR 3- 羟基丁酸，乳酸盐，牛

磺酸，琥珀酸盐，瓜氨

酸等

调节酮体的合成和降解，丁酸代谢，精氨酸

生物合成，甘油酯代谢以及牛磺酸和亚牛

磺酸代谢

[45]

防己黄芪汤治疗肾病综合

征作用机制

大鼠血清、肾组

织

1H-NMR 谷氨酰胺，苯丙氨酸，蛋

氨酸，丙氨酸，柠檬酸

盐等

调节丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，柠檬

酸循环，丙酮酸代谢，半胱氨酸和蛋氨酸

代谢以及乙醛和二元酸代谢

[46]

防己黄芪汤治疗肾病综合

征作用机制

大鼠血清、尿液 UPLC-ESI-Q-
TOF-MS

丙氨酰甘氨酸，2- 苯丙氨

酸，蛋氨酰基甘氨酸等

调节亚油酸代谢，氰基氨基酸代谢，亚麻酸

代谢，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，花

生四烯酸代谢和甘油磷脂代谢

[47]

柴胡疏肝散抗抑郁作用机

制

大鼠尿液 UPLC-Q-TOF-MS 犬尿喹酸，谷氨酸，脯氨

酸等

调节能量代谢，色氨酸代谢，改善骨质流

失，提高肝脏解毒功能

[48]

柴胡疏肝散抗抑郁作用机

制

大鼠尿液 1H-NMR、UPLC-
Q-TOF-MS

谷氨酸，异亮氨酸，左旋

多巴等

参与调节酮体合成，苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸的生物合成，缬氨酸、天冬氨酸、谷

氨酸代谢和糖酵解 / 糖异生的代谢途径

[49]

柴胡疏肝散抗抑郁以及抗

肝损伤作用机制

大鼠肝组织 UPLC-Q-TOF-MS 油酸，烟酰胺，4- 氨基丁

酸等

调节磷脂和胆汁酸代谢 [50]

苓甘五味姜辛汤与干姜治

疗感冒哮喘作用机制

大鼠血清、尿液 GC-MS 甘油，甘氨酸，苯甲酸，

丁二酸，柠檬酸等

调节能量代谢，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代

谢途径，磷酸肌醇代谢，抑制氧化应激

[51]

黄连解毒汤对缺血性脑卒

中的神经保护作用机制

大鼠血清、脑组

织

1H-NMR 亮氨酸，缬氨酸，丙酮酸，

天冬氨酸，色氨酸等

改善能量代谢，线粒体代谢，神经递质代谢

和氨基酸代谢紊乱

[52]

桃红四物汤治疗冠心病作

用机制

人血清 UPLC-Q-Exactive-
Orbitrap-MS

丁二酰基肉碱，琥珀酸盐，

马尿酸盐等

调节脂肪酸代谢，半胱氨酸和蛋氨酸代谢，

甘油磷脂代谢，氨基酸代谢

[53]

知柏地黄丸治疗糖尿病肾

病作用机制

大鼠血清、尿液、

肾组织

1H-NMR 缬氨酸，丙氨酸，蛋氨酸，

柠檬酸盐等

抑制葡萄糖和脂质代谢，增强甲胺代谢 [54]

广东凉茶清热解暑机制 大鼠血清 1H-NMR 丙酮酸，乳酸，3- 羟基丁

酸等

调节能量代谢 [55]

补肺益肾方治疗慢性阻塞

性肺病作用机制

大鼠肺组织 UPLC-Q-TOF-MS 亚油酸，苯丙氨酸，白三

烯等

调节不饱和脂肪酸代谢，苯丙氨酸代谢，磷

脂代谢和花生四烯酸代谢

[56]

十味甘宁丸治疗肝纤维化

作用机制

大鼠血清、肝组

织

1H-NMR 谷胱甘肽，谷氨酰胺，乳

酸盐，天冬氨酸等

抗氧化，修复受损的能量代谢，逆转氨基酸

和核酸代谢紊乱

[57]

双黄连注射液解热机制 大鼠血浆 UPLC-Q-TOF-MS 亮氨酸，赖氨酸，3- 羟基

丁酸，缬氨酸等

调节缬氨酸，亮氨酸和异亮氨酸生物合成，

甘油磷脂代谢，酮体合成和降解，胆汁酸

生物合成和核黄素代谢

[58]

维胃方抗胃溃疡作用机制 大鼠胃组织 GC-MS 乳酸，苯丙氨酸，亚油酸，

花生四烯酸等

调节胃黏膜能量代谢，氨基酸代谢及脂类代

谢

[59]

左金丸治疗胃热证作用机

制

大鼠尿液、粪便、

血清、胃组织

1H-NMR 琥珀酸，柠檬酸，正丁酸，

乳酸等

调节三羧酸循环，抗氧化应激，改善肠道菌

群代谢紊乱

[60]
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行炮制可降低其毒性，达到增效减毒的目的 [81]。
　　Xing 等 [82-83] 为研究何首乌生品与炮制品（黑
豆汁单蒸制何首乌及拌黑豆九蒸九晒制何首乌）的
差异，采用 UPLC-IMS-Q-TOF-MS 技术分析非挥
发性有机物（n-VOCs），采用 HS-SPME-GC-MS
和 HS-GC-IMS 技术分析挥发性有机物（VOCs）。
发现在何首乌炮制品中，大黄素、反式二苯乙烯
苷和顺式二苯乙烯苷等肝毒性化合物含量显著降
低 [84-88]；而通过调节雌激素受体、抑制促炎细胞因
子等方式发挥保肝作用的染料木苷的含量则显著升
高 [89]。因此，推测拌黑豆九蒸九晒炮制工艺，对
于何首乌的“增效减毒”更为有效。
　　Wang 等 [90] 制备何首乌的 60% 乙醇提取物
（PMPE），采用非靶向代谢组学技术结合受试者
操作特征曲线（ROC）分析方法，研究大鼠口服
PMPE 后血浆代谢物的变化。发现 PMPE 诱导的
肝损伤组代谢谱与对照组的差异有统计学意义，
并鉴定得到 16 个差异代谢产物，主要涉及胆汁
酸、脂质和能量代谢，表明 PMPE 引起的肝损伤
可能与胆汁淤积和脂质代谢失调有关。
　　此外，基于代谢组学的天南星毒性机制 [91]、
蓖麻毒素毒性机制 [92]、藜芦肝毒性机制 [93]、川
乌毒性机制 [94]、广防己肾毒性机制 [95] 等研究也
都取得了较好的研究进展。
3　展望

　　综上所述，代谢组学在中药作用机制研究中
发挥了重要作用，但作为一种新兴组学技术，同
样面临着一些无可避免的问题。代谢组学数据库
的缺乏和分析误差的存在都为代谢组学研究带来
了巨大的挑战，此外，在数据分析方面还需要进
一步完善 [96]。因此，在中药作用机制研究中，代
谢组学技术的应用应注意以下几方面：① 将代谢
网络的知识与人工智能、数据库检索深入融合，
逐步完善并扩大用于化合物识别的代谢物数据库，
实现代谢物自动化、智能化的精准鉴定；② 进一
步开发灵敏度高、覆盖度广的稳定可靠分析方法，
保证实验室内各批次的分析重复性和实验室间数
据的可比性，从而提高代谢物检测的准确度和重
复性；③ 将随机森林、支持向量机、神经网络等
机器学习算法应用于代谢组学数据分析，继续开
发快速、高效的数据处理技术；④ 注重与基因组
学、转录组学、蛋白质组学等其他组学数据的整
合，以便深入阐释生物标志物的分子调控机制。
总之，随着技术不断的创新和发展，代谢组学在
中药领域的研究将拥有更广阔的前景。

参考文献

[1] 王晓艳，李翔，肖翔，等 . 基于质谱技术对森林脑炎患

者血清代谢组学的研究 [J]. 国际检验医学杂志，2022，
43（2）：167-171. 

[2] 张丽君，王丹，王育娇，等 . 基于气相色谱 - 质谱联用

技术的代谢组学在农产品产地溯源中的应用 [J]. 食品安

全质量检测学报，2021，12（6）：2197-2203. 
[3] 张宜帆，周曼丽，罗晓欣，等 . 代谢组学在冠心病中

医证候中的研究进展 [J]. 中医药通报，2022，21（1）：

57-60. 
[4] 孙萌，刘伟，刘海霞，等 . 早期冠状动脉粥样硬化患者

血浆代谢组学研究 [J]. 中国循环杂志，2022，37（1）：

24-30. 
[5] 江美芳，高崎，王丹丹 . 基于 LC-MS 代谢组学技术在

中药化学成分中的应用 [J]. 中国医药导报，2020，17
（25）：133-136. 

[6] 汪明明，程海婷，薛明 . 基于 LC-MS 的代谢组学分析

流程与技术方法 [J]. 国际药学研究杂志，2011，38（2）：

130-136. 
[7] 秦昆明，王彬，陈林伟，等 . 代谢组学在中药现代研

究的应用与展望 [J]. 中国中药杂志，2014，39（16）：

3010-3017. 
[8] 郭明星 . 清开灵注射液解热作用代谢组学研究 [D]. 北

京：北京中医药大学，2014. 
[9] 李宾，吕蔡 . 代谢组学与泌尿系结石相关研究新进展 [J]. 

临床泌尿外科杂志，2022，37（1）：74-79. 
[10] 赵珊，王鹏程，冯健，等 . 代谢组学技术及其在中医药

研究中的应用 [J]. 中草药，2015，46（5）：756-765. 
[11] 刘荣华，俞洪华，殷茜茜，等 . LC-MS 在中药代谢

组学中的应用进展 [J]. 亚太传统医药，2021，17（9）：

183-191. 
[12] 王斯婷，李晓娜，王皎，等 . 代谢组学及其分析技术 [J]. 

药物分析杂志，2010，30（9）：1792-1799. 
[13] 卢红梅，梁逸曾 . 代谢组学分析技术及数据处理技术 [J]. 

分析测试学报，2008，27（3）：325-332. 
[14] 吕燕慧，谢磊，陈威，等 . 代谢组学在中医证候中的应

用进展 [J]. 中国中药杂志，2022，47（2）：367-375. 
[15] Zhao Y，Yuan YC，Bai XL，et al. Multi-mycotoxins 

analysis in liquid milk by UHPLC-Q-Exactive HRMS after 
magnetic solid-phase extraction based on PEGylated multi-
walled carbon nanotubes [J]. Food Chem，2020，305：
125429. 

[16] Theodoridis GA，Gika HG，Want EJ，et al. Liquid chro-
matography-mass spectrometry based global metabolite 
profiling：a review [J]. Anal Chim Acta，2012，711：7-16. 

[17] 武冬 . 基于代谢组学的抑郁症患者粪便研究 [D]. 重庆：

重庆医科大学，2016. 
[18] 段元元 . 基于代谢组学与网络药理学探讨清肺降霾方防

治 PM2.5 相关肺损伤的机制研究 [D]. 苏州：中国中医科

学院，2021. 
[19] 久欣，张慧文，刘宏，等 . 化学计量学方法在中药质量

标志物中的应用 [J]. 中成药，2021，43（12）：3416-3421. 
[20] 尹茜茜，马峥玲，涂思洁，等 . 基于网络药理学探讨山



1717

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

药 - 熟地黄治疗痴呆的作用机制 [J]. 山西中医，2022，
38（3）：62-65. 

[21] 戴晶，商锰男，地娜拉·加力肯，等 . 中医药治疗原发

性高血压病的代谢组学研究进展 [J]. 江苏中医药，2021，
53（11）：81-85. 

[22] 赵梦竹，吕双宏，王恒和 . 基于组学技术的冠心病血瘀

证候研究进展 [J]. 中医药学报，2021，49（9）：105-110. 
[23] 毛逸斐 . 中医药科技期刊国际化发展策略分析 [J]. 出版

与印刷，2021，122（3）：59-65. 
[24] 谢静，李云鹃，缪兴龙，等 . 基于代谢组学技术的中药

复方药效物质基础与作用机制研究 [J]. 药物评价研究，

2020，43（7）：1439-1445. 
[25] 郭慧，崔扬，王秋红，等 . 基于代谢组学技术的中药复

方研究近况 [J]. 中国实验方剂学杂志，2017，23（1）：

213-219. 
[26] 张居卫，张海英 . 多西他赛联合顺铂二线治疗老年人晚

期非小细胞肺癌的有效性和安全性分析 [J]. 中国基层医

药，2022，29（3）：417-422. 
[27] 洪敏洁 . 门氏定喘汤加味联合舒利迭治疗肺脾气虚型

COPD 稳定期的临床疗效观察 [D]. 太原：山西中医药大

学，2020. 
[28] Li J，Gao W，Gao JN，et al. Metabolomics reveal the 

protective effect of Farfarae Flos against asthma using 
an OVA-induced rat model [J]. RSC Advances，2017，7
（63）：39929-39939. 

[29] Yu ST，Li J，Gao W，et al. Uncovering the anticancer 
mechanism of petroleum extracts of Farfarae Flos against 
Lewis lung cancer by metabolomics and network pharma-
cology analysis [J]. Biomed Chromatogr，2020，34（9）：

e4878. 
[30] 陈晶，张博华 . 黄芪、大黄的抗肾纤维化作用研究进

展 [J]. 中医药学报，2011，39（6）：101-104. 
[31] Zhang ZH，Wei F，Vaziri ND，et al. Metabolomics in-

sights into chronic kidney disease and modulatory effect 
of rhubarb against tubulointerstitial fibrosis [J]. Sci Rep，
2015，5：14472. 

[32] Han YQ，Li YX，Wang YZ，et al. Comparison of fresh，
dried and stir-frying gingers in decoction with blood stasis 
syndrome in rats based on a GC-TOF/MS metabolomics ap-
proach [J]. J Pharm Biomed Anal，2016，129：339-349. 

[33] Jiang YX，Wen JX，Zhang WW，et al. Metabolomics 
coupled with integrative pharmacology reveals the thera-
peutic effect of l-borneolum against cerebral ischaemia in 
rats [J]. J Pharm Pharmacol，2020，72（9）：1256-1268. 

[34] Shen J，Pu ZJ，Kai J，et al. Comparative metabolomics 
analysis for the compatibility and incompatibility of kansui 
and licorice with different ratios by UHPLC-QTOF/MS and 
multivariate data analysis [J]. J Chromatogr B Analyt Tech-
nol Biomed Life Sci，2017，1057：40-45. 

[35] Zhao YY，Li HT，Feng YL，et al. Urinary metabonom-
ic study of the surface layer of Poria cocos as an effective 
treatment for chronic renal injury in rats [J]. J Ethnopharma-
col，2013，148（2）：403-410. 

[36] Zheng CP，Han L，Wu SH. A metabolic investigation of 
anticancer effect of G. glabra root extract on nasopharyn-
geal carcinoma cell line，C666-1 [J]. Mol Biol Rep，2019，
46（4）：3857-3864. 

[37] Li MH，Feng X，Deng Ba DJ，et al. Hepatoprotection of 
Herpetospermum caudigerum Wall. against CCl4-induced 
liver fibrosis on rats [J]. J Ethnopharmacol，2019，229：
1-14. 

[38] Liu R，Huang Q，Duan JA，et al. Peptidome character-
ization of the antipyretic fraction of Bubali Cornu aqueous 
extract by nano liquid chromatography with orbitrap mass 
spectrometry detection [J]. J Sep Sci，2017，40（2）：

587-595. 
[39] Li AP，Yang L，Cui T，et al. Uncovering the mechanism 

of Astragali Radix against nephrotic syndrome by intergrat-
ing lipidomics and network pharmacology [J]. Phytomedi-
cine，2020，77：153274. 

[40] 方子昂，程靖，王文艳，等 . 新生化颗粒联合透明质

酸钠对宫腔粘连患者的疗效及血清 TIMP-1、PDGF、
MMP-9 的影响 [J]. 中国妇产科临床杂志，2019，20
（5）：401-403. 

[41] Pang HQ，Yue SJ，Tang YP，et al. Integrated metab-
olomics and network pharmacology approach to explain 
possible action mechanisms of Xin-Sheng-Hua Granule for 
treating Anemia [J]. Front Pharmacol，2018，9：165. 

[42] 崔霞，徐晓梅 . 茵陈蒿汤治疗慢性乙型病毒性肝炎的研

究进展 [J]. 中国中医药现代远程教育，2022，20（6）：

206-208. 
[43] Sun H，Yang L，Li MX，et al. UPLC-G2Si-HDMS untar-

geted metabolomics for identification of metabolic targets 
of Yin-Chen-Hao-Tang used as a therapeutic agent of damp-
ness-heat jaundice syndrome [J]. J Chromatogr B Analyt 
Technol Biomed Life Sci，2018，1081-1082：41-50. 

[44] Sun H，Zhang AH，Song Q，et al. Functional metabo-
lomics discover pentose and glucuronate interconversion 
pathways as promising targets for Yang Huang syndrome 
treatment with Yinchenhao Tang [J]. RSC Adv，2018，8
（64）：36831-36839. 

[45] Liu XJ，Wang YZ，Lv M，et al. Serum metabolomics re-
veals compatibility rules of the antidepressant effects of Xi-
aoyaosan and its efficacy groups [J]. Psychiatry Res，2021，
299：113827. 

[46] Zhang WN，Yang L，He SS，et al. Metabolomics cou-
pled with integrative pharmacology reveal the protective 
effect of Fangji Huangqi Decoction against adriamycin-in-
duced rat nephropathy model [J]. J Pharm Biomed Anal，
2019，174：525-533. 

[47] Liu X，Zhou QG，Zhu XC，et al. Screening for potential 
active components of Fangji Huangqi Tang on the treatment 
of nphrotic syndrome by using integrated metabolomics 
based on “Correlations Between Chemical and Metabolic 
Profiles”[J]. Front Pharmacol，2019，10：1261. 

[48] Su ZH，Li SQ，Zou GA，et al. Urinary metabonomics 



1718

Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7 　中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期

study of anti-depressive effect of Chaihu-Shu-Gan-San on 
an experimental model of depression induced by chronic 
variable stress in rats [J]. J Pharm Biomed Anal，2011，55
（3）：533-539. 

[49] Jia HM，Su ZH，Long W，et al. Metabonomics com-
bined with UPLC-MS chemical profile for discovery of an-
tidepressant ingredients of a Traditional Chinese Medicines 
Formula，Chaihu-Shu-Gan-San [J]. Evid Based Comple-
ment Alternat Med，2013，2013：487158. 

[50] Jia HM，Yu M，Ma LY，et al. Chaihu-Shu-Gan-San reg-
ulates phospholipids and bile acid metabolism against he-
patic injury induced by chronic unpredictable stress in rat [J]. 
J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci，2017，
1064：14-21. 

[51] Ran S，Sun FF，Song Y，et al. The study of dried ginger 
and Linggan Wuwei Jiangxin Decoction treatment of cold 
asthma rats using GC-MS based metabolomics [J]. Front 
Pharmacol，2019，10：284. 

[52] Wang PR，Wang JS，Yang MH，et al. Neuroprotective 
effects of Huang-Lian-Jie-Du-Decoction on ischemic stroke 
rats revealed by 1H NMR metabolomics approach [J]. J 
Pharm Biomed Anal，2014，88：106-116. 

[53] Tao TQ，He T，Mao HM，et al. Non-targeted metab-
olomic profiling of coronary heart disease patients with 
Taohong Siwu Decoction treatment [J]. Front Pharmacol，
2020，11：651. 

[54] Zhao LC，Gao HC，Zhao YX，et al. Metabonomic anal-
ysis of the therapeutic effect of Zhibai Dihuang Pill in treat-
ment of streptozotocin-induced diabetic nephropathy [J]. J 
Ethnopharmacol，2012，142（3）：647-656. 

[55] You R，Xu ZB，Hu SQ，et al. Characterization of tempo-
rary metabolic changes following Cantonese herbal tea in-
tervention [J]. Phytother Res，2012，26（7）：1097-1102. 

[56] Yang LP，Li JS，Li Y，et al. Identification of metabolites 
and metabolic pathways related to treatment with Bufei 
Yishen Formula in a rat COPD model using HPLC Q-TOF/
MS [J]. Evid Based Complement Alternat Med，2015，
2015：956750. 

[57] Feng X，Li MH，Xia J，et al. Tibetan medical formula 
Shi-Wei-Gan-Ning-Pill protects against carbon tetrachlo-
ride-induced liver fibrosis-an NMR-based metabolic profil-
ing [J]. Front Pharmacol，2018，9：965. 

[58] Gao XY，Guo MX，Li Q，et al. Plasma metabolomic 
profiling to reveal antipyretic mechanism of Shuang-huang-
lian injection on yeast-induced pyrexia rats [J]. PLoS One，
2014，9（6）：e100017. 

[59] 彭树灵，刘晓伟，张真瑞，等 . 从代谢组学的角度探讨

维胃方对大鼠实验性胃溃疡的疗效机制 [J]. 中国中西医

结合杂志，2010，30（10）：1073-1077. 
[60] 周祥羽 . 左金丸治疗胃热证作用机制及血清药物化学研

究 [D]. 广州：广东药科大学，2017. 
[61] 王露露，李冰，王圳伊，等 . 基于“整体观”系统生物

学技术在中药研究中的应用进展 [J]. 中草药，2020，51

（19）：5053-5064. 
[62] 陈涛，李卫，王杨，等 . 高尿酸血症的患病情况及相

关因素分析 [J]. 中华临床医师杂志（电子版），2012，6
（13）：3526-3529. 

[63] 陈光亮，徐叔云 . 高尿酸血症研究进展 [J]. 中国药理学

通报，2003，19（10）：1088-1092. 
[64] 王明星 . 荷叶碱对高尿酸血症状态下动物肾保护作用及

其机制的研究 [D]. 南京：南京大学，2015. 
[65] 王涛 . 薯蓣皂苷对高尿酸血症的治疗作用 [A]// 中华中医

药学会糖尿病分会全国中医药糖尿病大会（第十九次）

资料汇编 [C]. 2018：229-230. 
[66] Wang LM，Wang P，Teka T，et al. 1H NMR and UH-

PLC/ Q-Orbitrap-MS-Based metabolomics combined with 
16S rRNA gut microbiota analysis revealed the potential 
regulation mechanism of nuciferine in hyperuricemia rats [J]. 
J Agric Food Chem，2020，68（47）：14059-14070. 

[67] Tan Y，Wang LM，Gao J，et al. Multiomics integrative 
analysis for discovering the potential mechanism of dioscin 
against hyperuricemia mice [J]. J Proteome Res，2021，20
（1）：645-660. 

[68] Li YY，Stewart DA，Ye XM，et al. A metabolomics ap-
proach to investigate Kukoamine B-a potent ntural product 
with anti-diabetic properties [J]. Front Pharmacol，2019，
9：1575. 

[69] Cui HR，Guo WB，Zhang BB，et al. BA-12 inhibits an-
giogenesis via glutathione metabolism activation [J]. Int J 
Mol Sci，2019，20（16）：4062. 

[70] Xie J，Zhang AH，Qiu S，et al. Identification of the per-
turbed metabolic pathways associating with prostate cancer 
cells and anticancer affects of obacunone [J]. J Proteomics，
2019，206：103447. 

[71] Wang XJ，Yang B，Zhang AH，et al. Potential drug tar-
gets on insomnia and intervention effects of Jujuboside A 
through metabolic pathway analysis as revealed by UPLC/ 
ESI-SYNAPT-HDMS coupled with pattern recognition ap-
proach [J]. J Proteomics，2012，75（4）：1411-1427. 

[72] 邹忠杰，龚梦鹃，谢媛媛，等 . 黄连总生物碱对乙醇致

大鼠胃黏膜损伤保护作用的代谢组学研究 [J]. 中华中医

药杂志，2013，28（3）：807-810. 
[73] Hua YL，Xue WX，Zhang M，et al. Metabonomics study 

on the hepatoprotective effect of polysaccharides from dif-
ferent preparations of Angelica sinensis [J]. J Ethnopharma-
col，2014，151（3）：1090-1099. 

[74] Zhou YZ，Li MR，Song J，et al. The cardioprotective ef-
fects of the new crystal form of puerarin in isoproterenol-in-
duced myocardial ischemia rats based on metabolomics [J]. 
Sci Rep，2020，10（1）：17787. 

[75] 温艳清，王琳，赵楠，等 . 代谢组学技术在中药毒性机

制及解毒机制研究中的应用 [J]. 中国药物警戒，2018，
15（5）：280-285. 

[76] 王思雨，王英姿，张景珍，等 . 代谢组学在有毒中药中

的应用研究进展 [C]// 2017 年第七届药物毒理学年会论

文集，2017：224-229. 



1719

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

[77] 陈扬，王昭懿，代一航，等 . 基于网络药理学及分子对

接的川乌、草乌配伍治疗类风湿性关节炎的机制研究 [J]. 
世界中西医结合杂志，2021，16（6）：1036-1043. 

[78] 魏巍 . 乌头碱降解产物化学成分及生物活性研究 [D]. 长
春：吉林大学，2011. 

[79] Yan Y，Zhang AH，Dong H，et al. Toxicity and detoxifi-
cation effects of herbal caowu via ultra performance liquid 
chromatography/mass spectrometry metabolomics analyzed 
using pattern recognition method [J]. Pharmacogn Mag，
2017，13（52）：683-692. 

[80] Zhang CE，Niu M，Li Q，et al. Urine metabolomics 
study on the liver injury in rats induced by raw and pro-
cessed Polygonum multiflorum integrated with pattern 
recognition and pathways analysis [J]. J Ethnopharmacol，
2016，194：299-306. 

[81] 张超，张瑞晨，孙震晓 . 何首乌生品与炮制品对大鼠肝

脏的毒理学研究 [J]. 中药材，2013，36（9）：1416-1419. 
[82] Xing YC，Yan Z，Li YH，et al. An effective strategy for 

distinguishing the processing degree of Polygonum multi-
florum based on the analysis of substance and taste by LC-
MS，ICP-OES and electronic tongue [J]. J Pharm Biomed 
Anal，2021，205：114328. 

[83] Xing YC，Yu ZY，Hu XH，et al. Characterization of 
volatile organic compounds in Polygonum multiflorum and 
two of its processed products based on multivariate statis-
tical analysis for processing technology monitoring [J]. J 
Chromatogr A，2022，1680：463431. 

[84] Liu Y，Wang WP，Sun MY，et al. Polygonum multi-
florum-induced liver injury：clinical characteristics，risk 
factors，material basis，action mechanism and current 
challenges [J]. Front Pharmacol，2019，10：1467. 

[85] Liu Y，Wang Q，Yang JB，et al. Polygonum multiflorum 
Thunb. ：a review on chemical analysis，processing mech-
anism，quality evaluation，and hepatotoxicity [J]. Front 
Pharmacol，2018，9：364. 

[86] Lin LF，Ni BR，Lin HM，et al. Traditional usages，
botany，phytochemistry，pharmacology and toxicology of 
Polygonum multiflorum Thunb. ：a review [J]. J Ethnophar-

macol，2015，159：158-183. 
[87] 贺兰芝，尹萍，孟雅坤，等 . PPAR-γ  依赖的何首乌免

疫性特异质肝损伤机制研究 [J]. 药学学报，2017，52
（7）：1027-1032. 

[88] 张乐，柏兆方，李春雨，等 . 制首乌中顺式二苯乙烯

苷转化量与特异质肝损伤的相关性研究 [J]. 药学学报，

2017，52（7）：1041-1047. 
[89] Islam A，Islam MS，Uddin MN，et al. The potential 

health benefits of the isoflavone glycoside genistin [J]. Arch 
Pharm Res，2020，43（4）：395-408. 

[90] Wang LM，Wang ZD，Xing YC，et al. Biomarkers and 
mechanism analysis for polygoni multiflori radix prepa-
rata-induced liver injury by UHPLC-Q-TOF-MS-based 
metabolomics [J]. Evid Based Complement Alternat Med，
2021，2021：7677392. 

[91] Dong G，Wang JS，Guo PP，et al. Toxicity assessment of 
Arisaematis Rhizoma in rats by a 1H NMR-based metabolo-
mics approach [J]. Mol Biosyst，2015，11（2）：407-417. 

[92] Wei ZH，Qian QQ，Dong X，et al. Metabolomic ap-
proach to understand the acute and chronic hepatotoxicity 
of Veratrum nigrum extract in mice based on ultra-high-per-
formance liquid chromatography coupled with quadrupole 
time-of-flight mass spectrometry [J]. Toxicol Mech Meth-
ods，2017，27（9）：687-696. 

[93] Wang XJ，Wang HY，Zhang AH，et al. Metabolomics 
study on the toxicity of aconite root and its processed prod-
ucts using ultraperformance liquid-chromatography/electro-
spray-ionization synapt high-definition mass spectrometry 
coupled with pattern recognition approach and ingenuity 
pathways analysis [J]. J Proteome Res，2012，11（2）：

1284-1301. 
[94] 梁琦，倪诚，谢鸣，等 . 广防己的肾毒性及代谢组学研

究 [J]. 中西医结合学报，2009，7（8）：746-752. 
[95] 龚雪，周东，洪桢 . 代谢组学在癫痫相关研究中的应用

现状 [J]. 医学综述，2021，27（11）：2081-2086. 
[96] 王清腾，金映筑，罗振华，等 . 代谢组学在冠心病中的

研究进展 [J]. 心血管病学进展，2021，42（9）：812-815.  
（收稿日期：2022-10-07；修回日期：2022-11-09）



1720

Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7 　中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期

不同程度慢性脑低灌注导致小鼠脑白质损伤和 
认知功能改变的研究

滕李利1，2，钟奕1，2，戚舜尧1，2，孙乐1，2，马培1，2*，许利嘉1，2，肖培根1，2（1. 中国医学科学院 北京

协和医学院 药用植物研究所，北京　100193；2. 国家教育部中草药物质基础与资源利用重点实验室，北京　100193）

摘要：目的　探究小鼠颈总动脉狭窄（BCAS）模型中不同微线圈长度对小鼠脑白质影响，并

初步探究对小鼠认知功能和小胶质细胞的影响。方法　用不同长度的微线圈制备 BCAS 模型

小鼠，5 周后通过各组小鼠的脏器比评估模型对脏器的影响，用旷场、新物体识别、水迷宫等

3 个行为学实验评估各组小鼠的学习认知能力，用 LFB 染色及免疫组化评估模型小鼠脑白质

损伤及小胶质细胞功能的改变，用实时荧光定量（qRT-PCR）检测小鼠脑白质中 Il-1β、Tnf-α、
Bdnf、Gdnf 的表达。结果　BCAS 模型并未对小鼠脏器发育造成明显影响，4.5 mm 和 5.5 mm
微线圈显著影响慢性脑低灌注情况，造成明显的学习行为认知障碍。LFB 染色显示脑白质组

织疏松程度、纤维排列情况和空泡现象随线圈变长而加重。iba-1 免疫组化显示阳性小胶质细

胞数随线圈变长而增多。qRT-PCR 结果显示随线圈变长，炎症因子 Il-1β、Tnf-α 在基因水平的

表达上升，而神经营养因子 Bdnf、Gdnf 在基因水平的表达下降。结论　4.5 mm 的弹簧微线圈

能够造成 C57BL/6J 小鼠适中的脑白质损伤，引起认知功能改变和小胶质活化。该模型适用于

进一步研究慢性脑低灌注引起血管性认知障碍的发病机制及药效评估。

关键词：慢性脑低灌注；脑白质；认知损伤；小胶质细胞
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Effect of different degrees of chronic cerebral hypoperfusion on white 
matter lesions and cognitive function changes in mice

TENG Li-li1, 2, ZHONG Yi1, 2, QI Shun-yao1, 2, SUN Le1, 2, MA Pei1, 2*, XU Li-jia1, 2, XIAO Pei-
gen1, 2 (1. Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking 
Union Medical College, Beijing  100193; 2. Key Laboratory of Bioactive Substances and Resources 
Utilization of Chinese Herbal Medicine, Ministry of Education, Beijing  100193)

Abstract: Objective  To determine the potential effect of different lengths of microcoils on mouse 
white matter lesions, microglial activation, and cognitive dysfunction. Methods  Microcoils of different 
lengths were used to induce three models of bilateral CCA stenosis (BCAS). The effect of BCAS on 
organ/body weight ratio was evaluated after 5 weeks. The cognitive ability was estimated by open 
field test, novel object recognition test and Morris water maze test. Luxol Fast Blue (LFB) and Iba-1 
immunohistochemistry staining were performed to assess the white matter demyelination and microglial 
activation. The levels of Il-1β, Tnf-α , Bdnf, and Gdnf in the white matter were detected by qRT-PCR. 
Results  There was no significant difference in organ/body weight ratio between BCAS model mice 
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　　血管性认知障碍（vascular cognitive impair-
ment，VCI）主要指由血管危险因素（高血压、高
胆固醇、糖尿病）和脑血管疾病（白质疏松、慢性
脑缺血、脑梗死和脑出血等）引起的广泛的认知
障碍，包括从轻度认知障碍到缺血性和出血性中
风引起的血管性痴呆，以及血管因素单独或合并
神经退行性疾病，包括阿尔茨海默病及其相关痴
呆 [1-2]，VCI 至少占所有痴呆诊断的 20% ～ 40%。
　　多种脑血管病因可引起 VCI，VCI 早期表现
为白质损伤，后期病理影像表现为脑腔隙微梗死
和微出血 [3]。目前，由于缺乏安全有效的治疗方
法，白质病变的治疗多以预防为主。VCI 最初的
动物模型以大鼠为主，缺少小鼠的模型。由于
C57BL/6 品系小鼠的后交通动脉存在发育不良，
因此有日本学者首先通过手术将 0.18 mm 的弹簧
微线圈套在小鼠双侧颈总动脉上，造成小鼠颈总
动脉狭窄（bilateral CCA stenosis，BCAS），术后
小鼠脑部出现血液灌注不足、脑组织缺氧等情况，
因此成功构建了皮质下缺血的血管性痴呆模型，
该学者同时还考察了 0.16 ～ 0.22 mm 的不同内径
对慢性脑低灌注的影响 [4]。BCAS 模型小鼠在术
后 3 d 即可出现脑白质区受损，术后 15 d 有显著
病理改变，术后 30 d 左右出现显著的慢性脑低灌
注造成的脑白质损伤及各项行为能力障碍 [5]，同
时造模过程无明显视觉和大脑灰质损伤，术后脑
血流量持续降低 [6-7]。但本模型也有一些不足，如
海马萎缩、炎症激活、认知障碍和记忆力减退的
表现需要较长时间才可以出现等问题 [8]。在以往
研究过程中，学者多采用固定微线圈长度而改变
微线圈内径的方式来改变 BCAS 模型的严重程
度，而微线圈长度影响 BCAS 小鼠出现认知障碍
表型快慢的研究较少报道。
　　本实验在 BCAS 方法 [9] 上进行改良，建立脑
白质损伤导致的 VCI 模型，在此基础上探究不同
微线圈长度对小鼠认知功能和小胶质活化的影响。

1　材料
1.1　动物
　　SPF 级 雄 性 C57BL/6J 小 鼠 49 只， 体 质 量
（24±2）g [ 斯贝福（北京）生物技术有限公司，
饲养于中国医学科学院药用植物研究所动物实验
中心 ]。自由进食饮水，适应性饲养 7 d。本实验
获得中国医学科学院药用植物研究所伦理委员会
批准（SLXD-20220314025）。
1.2　试药
　　固蓝染液（武汉赛维尔生物有限公司）；戊巴
比妥钠（天津一方科技有限公司）；多聚甲醛（北
京索莱宝科技有限公司）；Iba-1 抗体（美国 CST
公 司， 货 号 #17198）；TranZol Up Plus RNA kit、
TransScipt All-in-One First-Strand cDNA Synthesis 
SuperMix for qPCR（One-Step gDNA Removal）、
PerfectStart Green qPCR SuperMix试剂盒（北京全式
金生物科技有限公司）；引物 Il-1β（DMM931848）、
Tnf-α（DMM445781）、Bdnf（DMM358751）、Gdnf
（DMM162377）、Gapdh（DMM1000028）（上海杏
园瑞民生物工程有限公司）。
1.3　仪器
　　显微弹簧线圈（日本 SUZUKI 公司琴钢丝，
内径 0.18 mm，螺距 0.5 mm）；3DHISTECH P250 
FLASH（3DHISTECH）；Supermaze 动物行为学分
析软件（上海欣软信息科技有限公司）；Veriti 96 
孔热循环仪（美国赛默飞世尔科技公司）；CFX96
实时定量 PCR 仪（美国伯乐公司）。
2　方法
2.1　分组及 BCAS 造模
　　C57BL/6J 小鼠随机分为对照组（C 组）及 3
个 BCAS 模型组（M1、M2、M3 组，分别采用长
度 5.5 mm、4.5 mm 和 3.5 mm 的弹簧线圈），每组
7 只。小鼠术前禁食 12 h，腹腔注射 80 mg·kg － 1

戊巴比妥钠麻醉，颈部正中切开，逐层钝性分离
两侧肌肉、两侧迷走神经和颈总动脉，在颈总动

and normal mice. Microcoils of 4.5 and 5.5 mm caused remarkable chronic cerebral hypoperfusion and 
cognitive dysfunction in the BCAS mice. Based on LFB and immunohistochemistry staining, white 
matter demyelination, nerve fiber integrity and arrangement, vacuolar lesion, and microglial activation 
were observed in BCAS mice, and aggravated by longer microcoils. The expressions of inflammatory 
cytokines such as Il-1β and Tnf-α were increased, while the expressions of neurotrophic factors such as 
Bdnf and Gdnf were decreased in the BCAS groups at the gene level. Conclusion  Microcoil of 4.5 mm 
may induce significant white matter injury, cognitive dysfunction, and microglial activation in mice, 
which may be a suitable model for the evaluation of etiopathogenesis and pharmacodynamics of vascular 
cognitive impairment induced by chronic cerebral hypoperfusion. 
Key words: chronic cerebral hypoperfusion; white matter; cognitive impairment; microglia
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脉的近、远端各放置 1 条 4-0 丝线，将弹簧微线
圈以螺旋转入方式固定于一侧颈总动脉上，用生
理盐水浸润无菌棉球覆盖切口 30 min，再用相同
方法固定另一侧，注意不要损伤颈动脉，术后缝
合消毒。4 周后开始行为学检测。
2.2　BCAS 模型对小鼠认知能力的影响
2.2.1　旷场实验　小鼠在避光、安静的旷场实
验环境中适应 30 min，随后将其放入 50 cm×50 
cm×50 cm 的实验箱中。每只小鼠适应箱内环境
1 min，随后摄像头系统记录并分析小鼠 5 min 内
的运动信息和路程。
2.2.2　 新 物 体 识 别 实 验　 在 一 个 45 cm×45 
cm×45 cm 的正方形测试箱内，利用小鼠探索新
物体的天性评价其记忆能力。实验前 3 日为适应
期，每只鼠每日适应箱体环境 5 min。第４日正
式实验，由间隔 30 min 的两个阶段组成。熟悉期
将两个完全相同的物体放入测试箱对角，记录小
鼠 5 min 内对两个物体的探索时间。鼻尖与物体
的距离≤ 2 cm 时即为小鼠的探索阶段。30 min 后
进入测试期。将熟悉期的一个物体换成大小相近、
但形状颜色不同的新物体，记录 5 min 内小鼠对
新物体和已知熟悉物体的探索时间。
　　采用辨别指数（discrimination index，DI）评
价数据，DI（%）＝（新物体探索时间－熟悉物
体探索时间）/（新物体探索时间＋熟悉物体探索
时间）×100%。DI 越大，小鼠对新物体的探索程
度越高，学习能力越好。
2.2.3　Morris 水迷宫实验　圆形迷宫直径 100 
cm，高 40 cm，水深 25.5 cm，水温（20±2）℃。
迷宫均分为４个象限，放置一个直径 6 cm，高
24 cm 平台作为逃离水环境的唯一途径。
　　实验前 5 日为定位航行阶段，每日 2 次，以
小鼠入水至找到平台的时间为一次实验的潜伏逃
逸期，找到平台则让其停留 3 s，若总检测时间
90 s 内未找到平台，潜伏期记为 90 s，人工引导
至平台停留 20 s。第 6 日撤除平台行空间探索阶
段。记录小鼠 90 s 内穿越原平台象限动作（次数、
时间、游程）等指标，作为评价标准。
2.3　Luxol Fast Blue（LFB）染色
　　小鼠心脏灌注生理盐水和４% 多聚甲醛溶
液，石蜡包埋脑组织，切 4 μm 片。二甲苯脱蜡，
乙醇梯度水化。LFB 染液 60℃浸泡 4 h，70% 乙
醇和碳酸锂溶液依次分化。重复以上步骤，直到
神经髓鞘呈亮蓝色。切片脱水后，树脂封片，正
置光学显微镜下观察并拍照。
2.4　Iba-1 免疫组化染色
　　石蜡切片烤片、脱蜡、水化；热修复后 3% 

H2O2 室温孵育 10 min；PBS 洗后擦干；37℃ 血
清封闭 10 min；滴加 Iba-1 一抗 4℃过夜，37℃
二抗反应 30 min，DAB 显色，苏木素复染后脱水
封片；镜检并拍照。
2.5　mRNA 表达量检测
　　称取脑组织 10 ～ 20 mg，加入 TranZol 裂
解 液 0.7 mL。 按 TranZol Up Plus RNA 试 剂 盒
说明书提取总 RNA。检测纯度和浓度后，按
TransScipt All-in-One First-Strand cDNA Synthesis 
SuperMix for qPCR 试剂盒说明书进行反转录反
应。按 PerfectStart Green qPCR SuperMix 试剂盒
说明书进行 qRT-PCR。以 Gapdh 为内参基因，
mRNA 相对表达量按 2 － ΔΔCt 计算。
2.6　统计学分析
　　所有实验数据以均值 ±标准差（x±s）表
示，组间比较采用单因素方差（ANOVA）分
析，方差齐时采用 LSD-t 检验，方差不齐时采用
Dunnett’s T3 检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统计
学意义，采用 SPSS 23.0 统计软件进行数据分析，
使用 GraphPad Prism 6 软件制图。
3　结果
3.1　小鼠的大体观察
　　术后苏醒小鼠均可正常活动。实验期各组间体
重变化趋势一致（见图 1A），差异无统计学意义。
4 ～ 5 周体重有整体下降趋势，推测由于行为学测
试体力消耗导致。脏器的重量与其体重之比值，可
反应脏器受损情况。实验结束后，取脏器称重并计
算脏器比。如图 1B 所示，小鼠心、脾、胰、肝、肾、
大脑脏器比的组间差异无统计学意义。
3.2　BCAS 对小鼠认知能力的影响
3.2.1　旷场实验　如图 2A 所示，第 6 周时各组
间总路程差异无统计学意义，说明 BCAS 造模不
会影响小鼠自主活动能力，为后续实验的可行性
打下基础。
3.2.2　新物体识别实验　如图 2B 所示，熟悉期内
小鼠对两个物体无明显偏好，探索时间的组间差
异没有统计学意义，表明可进行后续实验。测试
期内，模型 M1 和 M3 组与正常组相比，DI 指数
下降但差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；模型 M2
组 DI 指数显著下降（P ＜ 0.05），数值为负，表
明该组小鼠在熟悉期和测试期两个阶段时间尺度
上的记忆能力出现损害，无法区分熟悉物体和新
物体，未对旧物体形成深刻记忆，学习能力较差。
3.2.3　水迷宫实验　如图 3A 所示，定位航行期
各组小鼠寻找平台所用的时间（逃逸期）随每日
训练逐渐减少。与正常组相比，3 个模型组逃逸
期始终较长。M1 组逃逸期前 3 日始终比 M2、
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M3 组少，后 3 日变化程度不大，说明 M1 组学
习能力未随时间变化。M2、M3 组小鼠有逐渐学
习倾向，后 3 日 M2 组学习倾向比 M3 组小。
　　图 3B 表明，与正常组相比，空间探索期间模
型组小鼠潜伏期明显增长，而进入平台次数、进入
目标象限次数、目标象限持续时间、平均速度等指
标明显减少。综合几组指标，与正常组相比，M2
组小鼠具有较明显的学习行为能力障碍，M1 组小
鼠由于漂浮不动、时游时停导致平均速度显著变缓。
　　与对照组相比，模型小鼠空间探索期运动轨迹
散乱，目标模糊，在目标象限活动较少；M1 组在
目标象限活动占比最少，M2 组次之，M3 组最多。
表明 BCAS 小鼠无法记住平台的位置（见图 3C）。
3.3　BCAS 对小鼠胼胝体髓鞘的损伤
　　LFB 染色检测髓鞘的形态结构和病理损伤。
图 4A 显示：对照组髓鞘蓝染清晰，排列紧密，
无脱髓鞘改变；3 个模型组小鼠中，M1 组小鼠髓
鞘着色最浅，髓鞘纤维排列最疏松，纤维间质间
隙增大、液泡形成；M2 组小鼠着色次之，排列
较为稀疏；M3 组小鼠着色最深，排列相对紧密。
经阳性细胞占比统计比较，提示 M1、M2 组小鼠
存在明显脱髓鞘变化（见图 4B）。
3.4　BCAS 影响小鼠小胶质细胞的活化
　　Iba-1 免疫组化结果显示：对照组小鼠未见明
显小胶质细胞增生；BCAS 组小鼠可见小胶质细
胞增生，M1 组小鼠小胶质细胞增生明显，M2 组
小鼠次之，M3 组小鼠最少（见图 5）。
3.5　BCAS 影响小鼠脑内炎症因子及神经营养因
子相关基因表达
　　与正常组相比，模型组小鼠脑内神经炎症相关
基因 Il-1β、Tnf-α 表达均有显著性增加，脑内神经
营养因子相关基因 Bdnf、Gdnf 的表达均有不同程
度的下调，其中 M1 和 M2 组最为显著（见图 6）。
4　讨论
　　常用的 VCI 动物模型多见于大鼠，例如大鼠
双侧颈动脉闭塞法（BCAO），大鼠四血管闭塞法
（4-VO 法）等 [10]。但以上方法存在不可忽视的缺点，
包括可造成较高的大鼠死亡率，伤害视束，实验周
期较长 [11]。针对小鼠的 VCI 模型较少，以 BCAS
法为主。C57BL/6J 品系小鼠后交通动脉不发达，血
供代偿机制受限，可以保持低灌注状态，可以通过
不同微弹簧内径调控脑血流，选择性损伤或保留脑
区，是目前最适用于研究的模型之一 [12]。血管变
化和随后的低灌注被认为是 VCI 中白质损伤的主
要原因 [1]。以往采用此模型的研究中，最大的差异
在于对弹簧圈直径的选择。因没有完全阻断颈总动
脉，残余血量会直接影响到动物的损伤程度和死

图 1　小鼠大体情况（n ＝ 7）
Fig 1　General observation of mice（n ＝ 7）
A. 体重（body weight）；B. 脏器比（organ ratio）

图 2　BCAS 手术对小鼠运动能力及和新旧物体记忆能力的影响

（n ＝ 7）
Fig 2　Effect of BCAS operation on the athletic and cognitive ability in 
mice（n ＝ 7）
A. 旷场实验（open filed test）；B. 新物体识别实验（new object rec-
ognition test）

注（Note）：与正常组相比，#P ＜ 0.05（Compared with the control 
group，#P ＜ 0.05）。
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亡率。日本学者最初提及 3 种弹簧，长度均为 2.5 
mm，内径分别为 0.16、0.18、0.20 mm[4]。0.16 mm
弹簧狭窄程度最重，死亡率最高；而存活的模型严

重程度最重，30 d 时除典型白质受损外也有海马等
部位的损伤出现。而 0.18 mm 弹簧，因较低的死亡
率和较适中的造模程度，而成为当前 BCAS 模型最
常用的弹簧规格。但目前针对造模的关键因素微线
圈长度——在造成不同脑部位选择性损伤的研究较
少。而微线圈长度，同微线圈内径一样，也会对颈
总动脉和分支血管残余血流量造成直接影响。此外，
BCAS 方法手术过程较为复杂，对手术技能考验较
大，微线圈长度过长易造成小鼠死亡，而太短会导
致 BCAS 模型造模失败。基于此，本文在前期实验
的基础上设置 3 个模型组，旨在讨论引起认知障碍
的 BCAS 模型中微线圈缠绕在血管上的最佳长度。

图 3　BCAS 手术对小鼠学习认知行为的影响（n ＝ 7）
Fig 3　Effect of BCAS operation on cognitive behavior in mice（n ＝ 7）
A. 定位航行期逃逸期（navigation）；B. 空间探索期（spatial probe period）；C. 空间探索期运动轨迹图（motion trajectory diagram in spatial 
probe period）

注（Note）：与正常组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（Compared with the control group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

图 4　小鼠胼胝体髓鞘 LFB 染色（×200）
Fig 4　LFB staining of myelin sheath of mouse corpus callosum（×200）

注：与正常组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，###P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01，

###P ＜ 0.001.

图 5　Iba-1 免疫组化染色评价小胶质细胞增生（×200）
Fig 5　Evaluation of microglia proliferation by immunohistochemical 
staining of Iba-1（×200）
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　　本研究表明，慢性脑低灌注对小鼠体重及心、
脾、胰、肝、肾、大脑的脏器比无明显影响，旷场
实验证明 BCAS 手术不会损伤小鼠运动行为能力，
保证后续行为学的可行性。新物体识别实验和水迷
宫实验中 M1 组和 M2 组小鼠表现出明显的学习认知
功能障碍。组织学结果同样证明，脑白质损伤严重
程度与脑灌注不足的程度密切相关。M2 组模型造成
了脑白质髓鞘的损伤。虽然 M1 组小鼠 LFB 染色中
髓鞘损伤及染色较 M2 组明显，但由于 M1 组造模
过重导致小鼠后期易死亡，在行为学实验中出现不
愿探索空间及拒绝重复记忆（漂浮静止、原地转圈）
的行为，因此 M1 模型不利于后续实验的开展。
　　实验性慢性脑低灌注不足引起的病变与皮质
下血管性痴呆损伤具有一些共同特征，包括血脑屏
障破坏、基质金属蛋白酶和胶质细胞的激活、少突
胶质细胞凋亡等。神经炎性反应是一种由中枢神经
系统胶质细胞所介导的免疫级联反应 [13]。本研究
表明，Iba-1 阳性小胶质细胞随脑灌注不足程度加
重而增多，且胶质活化会在基因层面上引起显著的
神经炎症因子 Il-1β、Tnf-α 表达增加、神经营养因
子 Bdnf、Gdnf 表达下降，结果与行为学及组织切
片结果一致。本实验结果显示，M1 组模型程度最
重，M3 组模型造模较轻，与正常组的差异无统计
学意义，而 M2 组模型（4.5 mm 长度的微线圈）可
以较好地模拟显著的血管性认知行为受损和病理损
伤。M2 组模型呈现破坏的轴突胶质连接完整性，
导致白质弥漫性脱髓鞘改变并出现小胶质细胞增生
等改变，造成神经元间信号传递受损，导致显著的
血管性认知行为受损和病理损伤，并且不出现死亡、
痴呆等情况。该模型适用于预防和治疗 VCI 的发病

机制研究和设计改善病情的治疗药物研究 [14-17]。但
本研究仍存在一定的局限性，慢性脑低灌注引起小
胶质细胞活化的分子机制，仍需进一步探究。
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function in BCAS model group（n ＝ 3）
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###P ＜ 0.001.
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基于非靶向代谢组学的儿童川崎病血浆生物标志物筛选研究
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摘要：目的　通过非靶向代谢组学方法探究川崎病（KD）儿童血浆中代谢物的变化。方法　

采用病例对照研究，选用 2021 年 5 月到 2022 年 5 月在南通大学附属常州儿童医院风湿免疫

科确诊为 KD 的 22 例患儿为病例组，并以同期 21 例健康体检儿童作为对照组，采集入组儿童

的血浆样本进行基于 HPLC-MS/MS 系统四极杆 - 静电场轨道阱 Orbitrap 质谱仪的代谢组学检

测，并以正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）进行建模，以模型的 VIP 值＞ 1 和 t-test 比较中

P ＜ 0.05 作为标准筛选 KD 儿童血浆样本中的特异性差异代谢物；并选用 KEGG 数据库对差异

代谢物进行注解，用 MetaboAnalyst 软件对其进行富集分析和拓扑分析，以筛选 KD 儿童血浆中

涉及的关键差异代谢通路。结果　代谢组学分析结果表明：① OPLS-DA 模型中，KD 组和正常

组儿童血浆代谢轮廓存在显著差异，组间存在 393 种差异表达的代谢物，上调的代谢物包括 1-
甲基腺苷（＋ 85%）、二脂酰甘油基三甲基高丝氨酸（3∶0/20∶4）（＋ 2234%）、嘌呤（＋ 220%）

等，下调的代谢物包括溶血磷脂酰胆碱（P-16∶0）（－ 71%）、异羟脱氧胆酸（－ 79%）等；② 
MetaboAnalyst 结果显示，鞘脂代谢、咖啡因代谢和酪氨酸代谢通路是 KD 病理状态中改变最显

著的差异代谢通路。结论　KD 病理状态可造成血浆代谢物谱的显著变化；鞘脂代谢、咖啡因代

谢和酪氨酸代谢是改变最显著的差异代谢通路，提示 KD 会系统性地扰动患儿的生理代谢活动，

本文从代谢组学角度较系统地揭示了 KD 儿童和健康儿童的差异代谢物和代谢通路，为 KD 的早

期诊疗和对应的药物开发提供参考。

关键词：川崎病；代谢组学；生物标志物；代谢通路
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Plasma biomarker screening in pediatric Kawasaki disease  
based on non-target metabolomics
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Abstract: Objective  To explore the metabolic changes in the plasma of children with Kawasaki 
disease (KD) with non-targeted metabonomics. Methods  The case control study was conducted. 
Totally 22 children with KD diagnosed in our hospital from May 2021 to May 2022 were enrolled, 
and 21 healthy children served as the control group. Plasma samples of the children were collected 
for metabonomics detection based on HPLC-Q-Exactive Orbitrap mass spectrometry. Orthogonal 
projections to latent structures-discriminant analysis (OPLS-DA) model was used to discriminate the 
groups. The VIP value of the model ＞ 1 and P ＜ 0.05 in t-test comparison were used as criteria to 
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　　川崎病（Kawasaki disease，KD）又称黏膜皮
肤淋巴结综合征，是一种全身性炎症疾病，主要
发生在 5 岁以下的儿童，其典型病理特征为全身
性血管炎 [1]。近年来，KD 发病率逐年增加，我国
研究显示，近 20 年 KD 发病率增加约 10 倍，由
1998年的16.8/10万增加到2017年的104.6/10万 [2]，
并逐渐成为儿童获得性心脏病的主要原因。在临
床诊疗中，早期及时准确诊断和评估 KD 对于避
免心肌梗死、冠状动脉狭窄、缺血性心肌病、大
型冠状动脉动脉瘤的形成及破裂等 KD 相关冠状
动脉病变（coronary artery lesions，CALs）的发生
和发展具有重要意义 [3]。
　　由于患儿早期 KD 临床症状不典型，相关的
血生化指标如血小板、血沉、C 反应蛋白、血清转
氨酶、N 端脑钠肽前体和 γ- 谷氨酰转肽酶等缺乏
疾病特异性，目前 KD 的早期明确诊断仍存在困
难 [4-5]。筛选 KD 中的特异性生物标志物对于其早
期诊疗、规避严重并发症的产生、提升 KD 患儿生
命质量具有重要的医学价值。代谢组学是继基因组
学、转录组学、蛋白质组学后，系统生物学的又一
重要研究领域，基于质谱的代谢组学方法可以同时
检测和量化数千甚至数万代谢物特征，可用于代谢
性异常相关疾病发病机制的研究 [6-7]。目前，代谢
组学技术在多种癌症以及糖尿病、冠心病等慢性疾
病的研究中被用于疾病生物标志物的筛查、药学防
治靶标探索、治疗相应标志物筛查等方面 [8-11]，但
代谢组学在 KD 中的应用却鲜有报道。KD 是一种

全身性的血管炎 [1]，深入解析血液中代谢谱的变化
对该疾病的病理进程理解具有重要意义。
　　因此本研究选择 KD 患儿与健康儿童血浆作
为样本进行代谢组学研究，为进一步探索 KD 的
发病机制、早期诊断以及发掘对应的药学干预靶
标提供切实证据和线索。
1　方法

1.1　研究对象

　　本研究采用病例对照研究，收集 2021 年 5 月
至 2022 年 5 月在本院住院临床诊断完全性 KD 且
未开始治疗的 22 例患儿的血浆标本作为病例组，
同时收集同期门诊健康体检儿童 21 例的血浆标本
作为对照组。KD 组平均年龄为（2.28±0.35）岁，
男女比例为 14∶8对照组平均年龄为（1.88±0.27）
岁；男女比例为 16∶5，两组年龄和性别差异无
统计学意义。本研究通过南通大学附属常州儿童
医院医学伦理委员会审核批准 [ 常儿伦字（2021）
006 号文件 ]，在获取患儿家属知情同意之后采集
其样本和临床信息。
　　入选标准及排除标准。完全性 KD 患儿纳入
标准：① 年龄 6 个月～ 10 岁；② 首次确诊 KD；
③ 符合 2017 年美国儿科学会和心脏病学会制订
的 KD 诊断标准 [12]；④ 尚未接受药物治疗。排除
标准： ①合并 EB 病毒感染、腺病毒感染等发热
性疾病者；② 入院时已度过急性期者；③ 患有
先天性心脏病者；④ 已使用免疫球蛋白及阿司匹
林治疗者。

screen the specific differential metabolites in plasma samples of KD children; KEGG database was 
used to annotate the differential metabolites, and MetaboAnalyst software was used to conduct the 
enrichment and topologic analysis and to screen the key differential metabolic pathways involved in 
the plasma of KD children. Results  The metabonomics showed that: ① OPLS-DA model showed 
significant differences in the plasma metabolic profiles between the KD group and the control group. 
There were 393 differentially expressed metabolites between groups. The up-regulated metabolites 
included 1-methyladenosine ( ＋ 85%), DGTs (3∶0/20∶4) ( ＋ 2234%),  and purine ( ＋ 220%); 
and the down-regulated metabolites included lysophosphatidylcholine (P-16∶0) ( － 71%) and 
isohydroxydeoxycholic acid ( － 79%); ② MetaboAnalyst showed that sphingolipid metabolism, 
caffeine metabolism and tyrosine metabolism were the most significant differential metabolic 
pathways in the pathological condition of KD. Conclusion  KD can cause significant changes in the 
plasma metabolome profile. The most significant differential metabolic pathways include sphingolipid 
metabolism, caffeine metabolism and tyrosine metabolism, suggesting that KD systematically disturbs 
the physiological metabolic processes in children. This study reveals the differential metabolites and 
metabolic pathways between the KD and healthy children by metabolomics, and provides reference 
for the early diagnosis, treatment and research of novel drugs for KD. 
Key words: Kawasaki disease; metabolomics; biomarker; metabolic pathway
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1.2　试药与仪器

　　LC-MS 级甲醇、乙腈（CNW Technologies
公司），LC-MS 级乙酸铵（Sigma-Aldrich 公司），
LC-MS 级氨水（Fisher Chemical 公司），超纯水
（ddH2O）（屈臣氏）。Vanquish 超高效液相色谱、
Orbitrap Exploris 120 高分辨质谱、Heraeus Fresco17
离 心 机（Thermo Fisher Scientific），BSA124S-CW
天平（Sartorius），PS-60AL 超声仪（深圳市雷德邦
电子有限公司）。
1.3　代谢组学检测

1.3.1　血浆标本前处理　① 血样收集在离心管
中，室温静置 1 h 进行凝固分层，3000 r·min － 1

室温离心 10 min，取上清液，再 12 000 r·min－ 1、
4℃离心 10 min，取上清液分装到 1.5 mL 离心管
中，每管 0.2 mL，－ 80℃冻存。② 取－ 80℃低
温保存的血浆样品融化后，移取 100 μL 样品至 EP
管中，加入 300 μL 提取液（甲醇，含同位素标记
内标混合物），涡旋混匀 30 s，超声 10 min（冰水
浴），－ 40℃静置 1 h；再将样品 12 000 r·min－ 1、
4℃（离心力 13 800 g，半径 8.6 cm）离心 15 min；
取上清液于进样瓶中上机检测；所有样品另取等
量上清液混合成 QC 样品上机检测。
1.3.2　色谱和质谱参数　待测样本使用 Vanquish 超
高效液相色谱仪和 Waters ACQUITY UPLC HSS T3
（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）色谱柱对目标化合物
进行色谱分离，流动相 A 为水相（含 5 mmol·L－ 1 
乙酸铵和 5 mmol·L － 1 乙酸），流动相 B 为乙腈
（采用梯度洗脱：0 ～ 0.7 min，1%B，流速 0.35 
mL·min － 1；0.7 ～ 9.5 min，1% ～ 99%B，流速
0.35 mL·min － 1；9.5 ～ 11.8 min，99%B，流速
0.35～0.5 mL·min－1；11.8～12 min，99%～1%B 相，
流 速 0.5 mL·min － 1；12 ～ 14.6 min，1%B， 流
速 0.5 mL·min － 1；14.6 ～ 14.8 min，1%B， 流 速 
0.5～0.35 mL·min－1；14.8～15 min，1%B，流速0.35 
mL·min － 1）， 进 样 体 积：2 μL。Orbitrap Exploris 
120 质谱仪在控制软件（Xcalibur4.4，Thermo）控
制下进行一级、二级质谱数据采集。质谱参数：壳
气流速 50 Arb，辅助气流速 15 Arb，毛细管温度
320℃，一级质谱分辨率为 60 000，二级质谱分辨率
为 15 000，碰撞能量：NCE 模式下 10/30/60，喷雾
电压：3.8 kV（正离子）或 3.4 kV（负离子）。质谱原
始数据经 ProteoWizard 软件转成 mzXML 格式后，使
用自主编写的 R 程序包（内核为 XCMS）进行峰识
别、提取、对齐以及积分等处理后，与 BiotreeDB 自
建二级质谱数据库进行匹配和物质注释，算法打分

的 Cutoff 值设为 0.3。
1.4　统计学方法

　　符合正态分布的计量资料以 x±s 表示，两
组均数比较采用 t 检验。计数资料用百分率表
示，采用 χ2 检验。应用多元变量统计分析软件
SIMCAl6.0.2（Umea，瑞典）对所有样本的代谢
物检测数据进行分析，建立正交偏最小二乘判别
分析（OPLS-DA）模型，以 OPLS-DA 模型中的
得分散点图可视化组间差异，OPLS-DA 中变量投
影重要度（VIP）值反映变量对于组间差异的贡献
率。以 t 检验中 P ＜ 0.05 和 OPLS-DA 中 VIP ＞ l
作为差异代谢物筛选的条件。应用 MetaboAnalyst 
4.0 在线分析软件对差异代谢物进行通路富集分析
和通路拓扑分析，以富集分析的 P ＜ 0.05 和通路
拓扑分析的 Impact ＞ 0.05 作为显著差异代谢通路
的筛选条件，以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　血浆样品代谢轮廓分析

　　为了探讨 KD 患儿与健康儿童相比血浆样
本中出现的代谢差异，探索与该疾病病理进程
相关的生物标志物，本研究对 KD 患儿和对照
组儿童的血浆代谢物进行了主成分分析（PCA）
和 OPLS-DA 分析。PCA 结果表明，第一主成分
（PC1）的贡献率是 34%，第二主成分（PC2）的
贡献率是 8.4%，两者总贡献率是 42.4%。两组能
够明显分开，并且呈现出较明显的聚类体征，从
整体上能够反映出两组样本之间的代谢差异（见
图 1A）。OPLS-DA 作为一种监督分类模型，可
获取更加可靠的代谢物的组间差异与 KD 组的相
关程度信息（见图 1B），OPLS-DA 结果表明该模
型能够对两组样本进行有效区分，OPLS-DA 模
型的置换检验的 R2Ycum ＝ 0.41，Q2

cum ＝－ 1.28，
说明原模型具有良好的稳健性，不存在过拟合现
象，充分说明其可用于探索两组样本的代谢物差
异（见图 2）。
2.2　KD 中潜在生物标志物的筛选

　　为筛选 KD 中的特异性代谢物，以 t 检验
的 P 值小于 0.05 和 OPLS-DA 模型第一主成分
的 VIP 大于 1 为差异代谢物筛选标准。两组样
本中共得到 393 个差异代谢物，上调的差异代谢
物有 267 个，下调的差异代谢物的有 126 个（见
图 3），其中 VIP 值排名前 30 位的差异代谢物
见表 1，KD 中最特征性的代谢物为 1- 甲基腺苷
（＋ 85%，P ＜ 0.05）、二脂酰甘油基三甲基高丝
氨酸（3∶0/20∶4）（＋ 2234%，P ＜ 0.05）、嘌呤
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（＋ 220%，P ＜ 0.05）、L- 尿胆素原（＋ 1400%，
P ＜ 0.05）、L- 半乳糖（＋ 411%，P ＜ 0.05）、溶
血磷脂酰胆碱（P-16∶0）（－ 71%，P ＜ 0.05）等。
2.3　KD 差异代谢通路分析

　　将 KD 组和对照组的差异代谢物应用 Metabo-
Analyst 4.0 在线分析软件进行通路富集分析和通
路拓扑分析，以富集分析的 P ＜ 0.05 和拓扑分析
的影响因子 Impact ＞ 0.05 作为显著差异代谢通路
的筛选条件。结果表明，通过通路的富集分析和
拓扑分析发现鞘脂代谢、咖啡因代谢、酪氨酸代
谢为 KD 条件下的差异代谢通路（见图 4）。在鞘

脂代谢通路中，鞘氨醇、二氢神经酰胺、植物鞘
氨醇、3- 脱氢二氢鞘氨醇均显著升高；咖啡因代
谢通路中，茶碱、黄嘌呤显著升高，可可碱明显
降低；酪氨酸代谢通路中，去甲肾上腺素、琥珀
酸半醛、丙酮酸、苯酚均显著升高，3，4- 二羟基
苯乙酸、迷迭香酸明显降低（见表 2）。

图 4　KD 中的特征性差异代谢物所映射到的代谢通路

Fig 4　Metabolic pathway of differential metabolites between the KD 
group and the control group

3　结论

　　KD 作为儿童常见的急性血管炎症性疾病，病
因及发病机制涉及多条生理病理通路的异常变化，
具体机制尚不明确，其早期诊断依旧是困扰临床的
重要问题 [13-14]，基于生物标志物的 KD 诊断研究具
有重要临床价值。本研究借助 LC-MS/MS 系统四

图 1　KD 组与对照组儿童血浆代谢物组的 PCA（A）和 OPLS-DA
图（B）

Fig 1　Score scatter plot of PCA model（A）and OPLS-DA model（B）

between the KD group and the control group

图 2　OPLS-DA 模型的置换检验结果点状图

Fig 2　Permutation plot test of OPLS-DA model between the KD group 
and the control group

图 3　KD 组与对照组的差异代谢物火山图

Fig 3　Volcano plot of differential metabolites between the KD group 
and the control group

注：上调的代谢物以红色表示，显著下调的用蓝色表示，非显

著差异的代谢物为灰色。

Note：Red circles represent metabolites up-regulated in KD；

blue circles represent metabolites down-regulated in KD；gray circles 
represent non-differential metabolites. 
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表 1　KD相关差异代谢物 (VIP值前 30 位 ) 
Tab 1　Differential metabolites of the KD group and the control group (top 30 VIP values)

名称 MS2 score 保留时间 /min 质荷比 VIP P 值 变化倍数

1- 甲基腺苷 0.85 100.42 282.12 1.76 ＜ 0.001 1.85 

二脂酰甘油基三甲基高丝氨酸（3∶0/20∶4） 0.50 380.71 578.40 1.74 0.005 23.34 

嘌呤 0.53   42.70 119.04 1.73 ＜ 0.001 3.20 

二脂酰甘油基三甲基高丝氨酸（2∶0/22∶3） 0.64 340.34 691.34 1.73 ＜ 0.001 10.08 

L- 尿胆素原 0.40 347.95 597.36 1.73 ＜ 0.001 15.00 

L- 半乳糖 0.37   42.26 198.10 1.72 ＜ 0.001 5.11 

溶血磷脂酰胆碱（P-16∶0） 0.76 554.33 480.34 1.71 ＜ 0.001 0.29 

异羟脱氧胆酸 1.00 463.86 391.29 1.71 ＜ 0.001 0.21 

丁二酸半醛 0.98   42.60 101.02 1.71 ＜ 0.001 3.26 

5- 乙酰基 -2，4- 二甲基噁唑 0.96   42.31 140.07 1.70 ＜ 0.001 2.59 

磷脂酰胆碱（22∶6e/2∶0） 0.65 572.31 596.38 1.69 ＜ 0.001 0.13 

β-D- 氨基葡萄糖 0.72   42.34 180.09 1.68 ＜ 0.001 5.28 

溶血磷脂酰胆碱 [18∶4（6Z，9Z，12Z，15Z）] 0.57 496.28 516.31 1.68 ＜ 0.001 0.41 

戊二酸 0.80   41.95 131.04 1.68 ＜ 0.001 3.85 

鞘氨醇 0.82 538.33 302.31 1.68 ＜ 0.001 1.76 

7Z- 十四烯酸 0.62 485.69 227.20 1.68 ＜ 0.001 1.32 

哌啶酸 0.99 549.44 130.09 1.68 ＜ 0.001 1.49 

D- 木糖 0.65   42.00 149.05 1.67 ＜ 0.001 3.40 

吡咯烷酮羧酸 1.00   45.34 128.04 1.67 ＜ 0.001 0.41 

二脂酰甘油基三甲基高丝氨酸（2∶0/3∶0） 0.50 199.57 334.19 1.67 ＜ 0.001 12.67 

N6- 乙酰基 -5S- 羟基 -L- 赖氨酸 0.76 342.41 205.12 1.67 ＜ 0.001 22 019.18 

2- 丁烯酸 0.41   41.98   85.03 1.66 ＜ 0.001 3.86 

溶血磷脂酰胆碱（16∶1） 0.88 496.64 538.32 1.65 ＜ 0.001 0.39 

磷脂酰胆碱（14∶1e/2∶0） 0.94 511.25 494.32 1.65 ＜ 0.001 0.29 

牛去氧胆酸 0.77 382.66 500.30 1.65 0.006 24.35 

葡萄糖醛酸二酰甘油（12∶0/17∶1） 0.57 766.39 699.48 1.65 ＜ 0.001 1.68 

脱氢藻磷苷 0.70 524.96 316.28 1.65 ＜ 0.001 1.44 

4- 羟基 -2- 丁烯酸 γ- 内酯 0.64   42.54   85.03 1.64 ＜ 0.001 2.99 

吲哚 -3- 羧酸 0.89 341.13 254.14 1.64 ＜ 0.001 2104.54 

3- 吲哚丁酸 0.71 303.46 204.11 1.64 ＜ 0.001 0.23

表 2　KD病理进程中的关键差异代谢通路 
Tab 2　Key differential metabolic pathways in the pathological process of KD

代谢通路

KEGG 数据库代

谢通路中所有代

谢物的个数

差异代谢物

命中该通路

的个数

富集分析

P 值
－ ln（P）

拓扑分析

Impact 值
涉及该条通路的差异代谢物的名称及其 KEGG ID

鞘脂代谢 25 4 0.010 4.650 0.36 鞘氨醇（cpd：C00836）；二氢神经酰胺（cpd：C12126）；

植物鞘氨醇（cpd：C12144）；3- 脱氢二氢鞘氨醇（cpd：
C02934）

咖啡因代谢 21 3 0.034 3.394 0.16 黄嘌呤（cpd：C00385）；茶碱（cpd：C07130）；可可碱（cpd：
C07480）

酪氨酸 76 6 0.045 3.108 0.08 去甲肾上腺素（cpd：C05589）；3，4- 二羟基苯乙酸（cpd：
C01161）；琥珀酸半醛（cpd：C00232）；丙酮酸（cpd：
C00022）；苯酚（cpd：C00146）；迷迭香酸（cpd：C01850）

极杆 - 静电场轨道阱 Orbitrap 质谱仪的非靶向代谢
组学检测方法，分析了 KD 和健康儿童两者血浆代
谢物的差异，发现 KD 病理状态可造成血浆代谢物
谱显著偏离正常态；其中鞘脂代谢、咖啡因代谢和

酪氨酸代谢是改变最显著的差异代谢通路，提示
KD 会系统性地扰动患儿的生理代谢活动。
　　在本研究中，与正常组相比，KD 患者血浆
代谢组中有 393 种代谢物出现显著变化，以磷脂
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类脂质、有机酸和有机碱为主，特征性变化为磷
脂中多种磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，PC）、
溶血磷脂酰胆碱（lyso-phosphatidylcholine，LPC）
浓度均出现显著下降。PC 是均匀分布于细胞膜的
磷脂类成分，也是过氧化物酶体增殖物激活受体
的配体；LPC 是氧化型低密度脂蛋白的关键活性
成分，对血管内皮细胞有直接的损伤作用，还可
通过影响氧化应激压力、血管内皮功能和炎症响
应影响血管稳态 [15-17]。此外，LPC 可上调人血管
内皮细胞中多种黏附分子、细胞因子和趋化因子
的表达，还能通过调节 CD36、MHCⅡ分子从而
将造血干细胞转化为天然免疫细胞 [18]，表明 LPC
不仅对血管内皮细胞的活化具有诱导作用，还具
备直接的免疫调节作用，其在 KD 中的下降可能
与 KD 病理机制中所涉及的血管和免疫稳态失衡
有关。与 KD 共享多条病理通路的血管炎——IgA
血管炎的最新代谢研究已经证实：脂质代谢物是
IgA 血管炎和 IgA 肾炎的重要代谢标志物群体，
IgA 血管炎和相关肾脏并发症的疾病进展与磷脂
酰乙醇胺（phosphatidylethanolamine，PE）向 PC
的转化过程出现异常有关 [19]。
　　本研究的代谢通路分析结果表明鞘脂代谢通
路是 KD 中最显著的差异代谢通路（P ＝ 0.01），
该通路中鞘氨醇、二氢神经酰胺、3- 脱氢二氢鞘
氨醇等代谢物含量在 KD 患者血浆中显著上调。
鞘脂类作为真核生物细胞膜的重要组成部分，在
调节细胞的生长、分化、衰老和细胞凋亡中起着
重要的信号转导作用 [20]。鞘脂代谢的改变已经在
动脉粥样硬化、缺血性损伤等多种血管疾病中被
发现，鞘脂类家族成员神经酰胺和鞘氨醇可作用
于脂蛋白相关的鞘磷脂，将其转化为神经酰胺，
从而促进缺血 / 再灌注损伤 [21]。此外，炎症诱导
物细菌脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）和棕榈
酸对微血管内皮的关键损伤机制之一即是通过刺
激神经酰胺的从头合成、增加鞘磷脂的水解而进
行，在添加神经酰胺合成抑制剂和鞘磷脂水解阻
断剂后，LPS 和棕榈酸诱导的炎症因子释放显著
减少 [22]，表明鞘脂代谢可能在机体炎症响应调控
和免疫自稳过程中发挥关键作用。鞘脂类成分在
血管炎症反应和血管损伤中的既往研究与本研究
的结论一致，表明鞘脂类成分是 KD 中的重要生
物标志物；而鞘脂代谢是 KD 防治策略开发的潜
在靶标。
　　本研究中，咖啡因代谢通路中黄嘌呤及其
衍生物茶碱和可可碱含量在 KD 组中受到显著干

扰。一方面黄嘌呤及其衍生物作为环核苷酸磷酸
二酯酶抑制具有高效的抗炎、抗氧化以及抗菌等
生物学活性 [23]；另一方面，黄嘌呤及其衍生物在
代谢为尿酸的过程中可产生大量的活性氧簇 [24]，
从而造成血管内皮的氧化应激损伤，因此 KD 的
病理进程可能与黄嘌呤及其衍生物代谢异常相
关，而具体的作用机制有待进一步探索。
　　此外，本研究还发现酪氨酸代谢通路是 KD
中的关键变化通路，该通路中的去甲肾上腺素、
琥珀酸半醛等代谢物均显著升高。去甲肾上腺素
以及抑制性神经递质 γ- 氨基丁酸（γ-aminobutyric 
acid，GABA）的主要代谢产物琥珀酸半醛在 KD
中的变化表明血管神经调节异常可能参与 KD 的
发生发展。此外，近年来的研究揭示去甲肾上腺
素对于血管内皮功能具有复杂的双向调节作用：
其可通过调节 NADPH 氧化酶介导 caspase3 激活
从而诱导肺血管内皮细胞的死亡 [25]；但其在细菌
LPS 诱导的脐静脉内皮细胞中具有抑制炎症的作
用 [26]，在 KD 伴随的微血管损伤中的作用有待进
一步探索。值得注意的是，本研究中纳入的均为
完全性 KD，不完全性 KD 的代谢特征需要进一步
研究。
　　综上所述，本研究采用 HPLC-MS/MS 非靶
标代谢组学技术，探讨了 KD 患者血浆中小分子
代谢物的变化特点，并发现 1- 甲基腺苷、多种
PC 和 LPC 等代谢物是 KD 中出现变化的特征性
差异代谢物和潜在的生物标志物，同时发现鞘脂
代谢、咖啡因代谢、酪氨酸代谢等通路是 KD 中
的差异代谢通路和潜在干预靶标通路。本研究
从代谢组的角度为 KD 的发病机制研究提供新方
向，同时也可为 KD 的早期诊断和药学干预提供
新线索。
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生理药动学模型预测国产左羟丙哌嗪胶囊体外溶出特性 
及对体内药动学影响
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摘要：目的　预测国产左羟丙哌嗪胶囊体外溶出特性及对体内药动学的影响。方法　根据不

同厂家产品的体外溶出结果拟合体内溶出释放曲线；采用 Gastroplus 软件建立生理药动学模

型；虚拟群体模拟预测制剂体外溶出特性以及对体内药动学的影响。结果　国产左羟丙哌嗪

胶囊在 40 min 内溶出量（Q）达 85% 以上（T85% ＝ 40 min），达峰浓度（Cmax）、曲线下面积

（AUC0 →∞）等主要药动学参数在偏差范围内；不同厂家胶囊的体外溶出差异未影响体内药动

学特征。结论　国产左羟丙哌嗪胶囊体外呈快速溶出的特性，有利于其在体内迅速吸收，是发

挥药效的有利因素。

关键词：生理药动学模型；左羟丙哌嗪胶囊；体外溶出；药动学
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Dissolution characteristics of domestic levodropropizine capsules in 
vitro and their influence on pharmacokinetics in vivo by physiolog based 

pharmacokinetic model
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Abstract: Objective  To predict the dissolution characteristics of domestic levodropropizine capsules 
in vitro and their effects on pharmacokinetics in vivo. Methods  The release rate curve in vivo was 
fit according to the dissolution of products from different manufacturers in vitro. Physiology based 
pharmacokinetic model was established by Gastroplus software, the dissolution characteristics of 
preparations in vitro and the effects on pharmacokinetics in vivo were predicted by virtual population 
simulation. Results  The dissolution rate (Q) of domestic levodropropizine capsules within 40 min 
was over 85% (T85% ＝ 40 min), with the main pharmacokinetic parameters (Cmax, AUC0 → ∞ and so 
on) within the deviation range. The difference in dissolution in vitro did not affect the pharmacokinetic 
characteristics in vivo. Conclusion  Domestic levodropropizine capsules dissolve rapidly in vitro, 
which is beneficial for its rapid absorption in vivo and the efficacy of drugs. 
Key words: physiolog based pharmacokinetic model; levodropropizine capsule; dissolution in vitro; 
pharmacokinetics
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　　左羟丙哌嗪（levodropropizine）为外周性镇
咳祛痰药，通过对气管、支气管 C- 纤维外周选
择性抑制作用而发挥镇咳作用，镇咳作用强，维
持时间长。由于与β 肾上腺素受体、M 胆碱受体
和阿片受体均无作用，它的中枢抑制的不良反应
较少，是一种高效安全的镇咳药物。临床上主要
用于治疗急性上呼吸道感染和急性支气管炎引起
的干咳和持续性咳嗽。在肠胃方面的不良反应有
恶心、胃灼烧、消化不良、腹泻等 [1-4]。1988 年
10 月意大利的 Dompe 和 Mediolanum 公司共同开
发了左羟丙哌嗪口服溶液并上市。国内无左羟丙
哌嗪进口制剂，我国左羟丙哌嗪目前在售的剂型
为胶囊剂 [5]。由于原研左羟丙哌嗪片剂无进口，
缺少参比制剂，无法采用生物等效性试验评价疗
效，而按照新药模式开展大样本临床试验，又受
临床资源和资金所限，短时间内难以实现。针对
上述问题，本研究借鉴国外新发展的计算机模拟
预测技术，以生理药动学模型（physiologically 
based pharmacokinetic model，PBPK）[6-8] 为 主 要
研究方法，以 2022 年国家药品抽检的左羟丙哌
嗪胶囊为对象，通过文献数据搭建 PBPK 模型。
通过参考文献以及药动 / 药效（pharmacokinetic/
pharmacodynamic，PK/PD）分析预测国产不同左
羟丙哌嗪胶囊体外溶出特性以及其差异对体内药
动学的影响，为左羟丙哌嗪胶囊的质量与疗效评
价提供了一种基于模拟预测的非临床评价方法。
1　材料与方法

1.1　仪器与试药

　　Ultimate 3000 高效液相色谱仪（戴安，PDA
紫外检测器）；FADT-801RC 溶出度仪（上海富
科思分析仪器有限公司）；XP205 电子分析天平
（梅特勒·托利多公司，精度：十万分之一）。左
羟丙哌嗪对照品（纯度：99.9%，批号：100678-
201502，中国食品药品检定研究院）；左羟丙哌嗪
胶囊（规格：60 mg 及 30 mg，3 个厂家共 55 批
均为 2022 年国家药品抽检样品）；水为纯化水。
1.2　体外溶出试验

　　按照《中国药典》2020 年版二部方法 [9]，开
展常规溶出度检查。根据 FDA 对快速溶出的定义
（30 min 内溶出量大于 85%）[10]，对 55 批次样品
溶出试验结果拟合溶出释放率曲线，结合 PBPK
模型探讨左羟丙哌嗪胶囊的体外溶出特性。
1.3　PBPK 模型

　　采用 GastroPlus（version 9.0.0003，Simulations 
Plus，Inc.USA），利用文献 [11-12] 搭建 PBPK 模型。

采用高级房室吸收与转运模型（advanced compart-
mental absorption ＆ transit model，ACAT）作为吸
收模型，采用 PBPK 模型作为处置模型 [13-14]。根
据人体的相关生理性质，药物及制剂的理化性质
和生理模型的结构，采用机制性卷积分和去卷积
分函数模拟预测药物及制剂的体内药代特征。结
合体外拟合溶出释放曲线，预测不同释放速率对
体内药代特征的影响程度。
1.3.1　模型搭建主要参数　药学性质类参数有：
相对分子质量（236.32）、脂水分配系数（0.44）、
溶解度（1.0 mg·mL － 1，pH 7.2）、等电点（Base，
7.35）、人体渗透性（3.08×10－ 4 cm2·s － 1）、扩
散系数（0.83×105 cm2·s － 1）、人体口服左羟丙
哌嗪胶囊、左羟丙哌嗪含片、左羟丙哌嗪片 60 
mg 和 30 mg 后的血药浓度 - 时间曲线，均来源于
文献 [15-18]。药物粒子密度（1.2 g·mL － 1）、剂量
体积（250 mL）和沉淀时间（900 s）为软件默认
值、药物粒径（25 μm）为软件优化值。人体生理
性质参数有：总体清除率 0.362 mL/（min·kg）、
分布体积（1.125 L·kg － 1）、胆酸盐增溶因子（0）、
全血 / 血浆药物浓度比（0.96）、血浆游离药物分
数（83.92%）。人体处置参数（CL：23.195 L·h － 1，
V2：0.42 L·kg － 1，t1/2：2.49 h，K12：0.529 h － 1，
K21：0.805 h － 1），为拟合口服左羟丙哌嗪胶囊、
左羟丙哌嗪含片、左羟丙哌嗪片 60 mg 和 30 mg
后的血药浓度 - 时间曲线。
1.3.2　模型验证　采用和方差（sum of squares due to 
error，SSE）、均方差（mean squared error，MES）、
均方根误差（root mean squared error，RMSE）、确
定系数（R-square，Rsq）以及预测误差（prediction 
error，PE）等参数进行模型准确性验证 [13]。
1.3.3　模型评估　根据文献 [1-4] 报道的药动学曲
线，在 GastroPlus 的吸收和处置模型中进行相应
的临床参数设置，进行 PK 曲线的模拟，并对比
预测结果与实测数值间的差异，评估模型预测的
准确性。
2　结果

2.1　常规溶出度检查

　　按照《中国药典》2020 年版二部方法 [9]，对
55 批次样品进行溶出度试验，样品在 30 min 内溶
出量（Q）均在 85% 以上，符合快溶出的特点 [11]。
2.2　PBPK 模型预测左羟丙哌嗪胶囊的体内药动

学特性

2.2.1　PBPK 模型的搭建与验证　按照“1.3.1”项
下参数，采用 GastroPlus 的 PKPlus 模块计算资料
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及口服给药后的血药浓度 - 时间曲线数据 [19] 获得
经典房室模型的参数搭建 PBPK 模型，结果表明
采用二房室拟合的结果最为准确。由此计算的 Vss/
F 为 331.4 L，结合 PBPK 模型推算的 Vss（75 L），
反推得到该药物的口服生物利用度约为 23%，可
知相应的清除和分布参数。
　　进一步采用口服数据 [12，15-17] 建模，模拟预测
达峰浓度（Cmax）、曲线下面积（AUC0 →∞）按照文
献报道的临床给药方式、受试者信息进行剂型、给
药剂量和人群参数等模型参数的设置，并开展 PK

曲线的模拟；并对比预测值（Cmax 167 ng·mL － 1

和 AUC 646.2 ng·h·mL － 1）与实测数值间的差
异，预测偏差都在±25% 的范围内，可以认为构
建的模型较准确，也证明了预测模型的准确性 [20]。
从拟合曲线来看，预测曲线与实测数据点重合度
良好；表明初步搭建及优化的 PK 模型能够较好地
反映左羟丙哌嗪制剂口服给药后在人体内的吸收、
分布、代谢、排泄过程（absorption，distribution，
metabolism，excretion，ADME）。绘制 PK 曲线模
拟与实测结果见图 1。

图 1　PK 曲线模拟（曲线）与实测结果（方格）

Fig 1　Simulative PK model（line）and clinical data（squaues）

2.2.2　体内释放与吸收分布 PBPK　左羟丙哌嗪
属于高溶解、高渗透的 BCSⅠ类药物 [21]。根据左
羟丙哌嗪的理化性质及药动学参数，采用验证后
左羟丙哌嗪 PK 模型，借助机制性口服吸收模型
（GastroPlus 的 ACAT 模型）反推得到左羟丙哌嗪
在胃肠道中的释放与吸收曲线，以及胃肠道的局
部吸收特征。根据图 2 和图 3，可知左羟丙哌嗪
主要吸收部位在十二指肠和小肠；左羟丙哌嗪体
内释放与吸收曲线比较显示，且其吸收量低于吸
收部位的释放量，且药物会在 0.5 h 后到达该部
位，与文献 [16] 中记载的 tmax 结果基本相符。

图 2　左羟丙哌嗪胶囊在体内的释放与吸收曲线

Fig 2　In vivo release and absorption curve of levodropropizine capsule 

2.2.3　体外溶出与体内的相关性　在左羟丙哌嗪
胶囊的质量评估中，筛选和评估了一些溶出条件
并用于考察各制剂的体外溶出行为差异，拟合结

果显示，预测的 Cmax 和 AUC 与实测数值基本接
近，偏差在 ±10% 的范围内（见图 4）。实测数据
与体内的释放曲线相比，发现该药溶出条件可以
很好地预测体内释放。
2.2.4　建模预测体外溶出释放特性以及体内药动学
的影响　采用不同取样时间以及释放量拟合左羟丙
哌嗪胶囊在 1 h 内的不同释放速率曲线，分别采用
15、30、40、45 min 内释放 85%，代入 PK 模型中
进一步预测不同释放速率对体内左羟丙哌嗪胶囊药
动学的影响。以取样时间以及释放量拟合左羟丙哌
嗪胶囊在 1 h 内的不同释放速率曲线，见图 5。
　　分别考察 15、30 和 40 min 取样时间内释放 
85% 时药动学参数，Cmax 偏差都在±5% 的范围内；
45 min 内释放 85%，Cmax 偏差超出±5% 的范围（见

图 3　PBPK 模型预测吸收分布图

Fig 3　Plot of the absorption distribution predicted by the PBPK model
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图 6）。将释放速率曲线加入模型预测，假设给药人
群、生理条件等变异变化情况下，T85% ＝ 40 min，
Cmax、AUC 等药动学参数在偏差范围内。现行质量
标准选择水作为溶出介质，采用 20 min 内释放 80%
的限度作为制剂体外溶出考察的要求，能满足体内
药动学参数要求。根据生物药剂处置分类系统，左
羟丙哌嗪为易溶解、高渗透药物。经评估，当药物
在体内表现较慢的释放行为时，可能会增加峰浓度
而导致风险 [21]。
2.2.5　上市仿制药 PK 曲线模拟及探讨　采用溶
出度测定法第一法，以 1000 mL 水为溶出介质，
转 速 为 50 r·min － 1， 取 样 点 为 3、5、8、10、
15、20、25、30、45、60 min。 对 3 个 厂 家 的 3

图 4　体外溶出与体内 PBPK 模型预测对比图

Fig 4　Comparison plot of in vitro dissolution and in vivo PBPK model 
predictions

图 5　利用所构建的模型预测不同释放速率下左羟丙哌嗪胶囊的吸收分布图

Fig 5　Constructed model was used to predict the absorption distribution map of levodropropizine capsules at different release rates

批胶囊制剂（厂家 A，Test 1，批号：220101，规
格：60 mg； 厂 家 B，Test 2， 批 号：20210404，
规格：60 mg；厂家 C，Test 3，批号：D2111231，
规格：30 mg）开展体外溶出检查。经 Weibull 方
程转化后的释放曲线，代入到已经验证的左羟丙
哌嗪胶囊基础 PK 模型中，进行体内 PK 曲线的预
测。分别预测仿制制剂对应的人体 PK 曲线，并
得到相应的 PK 参数，各个制剂的 PK 曲线和主要
PK 参数见图 7。3 个仿制药的 PK 参数大体相近，
Cmax 和 AUC 的比值表现出 ±5% 左右差异，提示
不同厂家的左羟丙哌嗪胶囊体外溶出差异未影响
体内药动学特征，各个制剂间可保持生物等效。

3　讨论

　　人体生理性质中对于分布体积，一般以静脉
给药后的 PK 曲线经非房室模型计算处理后，得
到的分布体积较为合理。但由于该药没有上市的
静脉给药制剂，因此无法获得准确的分布和清除
数据。本研究采用 GastroPlus 软件的 PBPK 模型
可以结合药物的理化性质参数，机体的生理学参
数，通过内建的公式进行计算得到药物在体内的
分布特征。组织 / 血浆分配系数的计算公式 [ 软件
默认的 Lukacova（Rodgers-Single）] 并结合相关
的建模参数，计算得到人体内的分布体积。
　　该软件在建立药物的体内外相关性、进行虚
拟生物等效性等试验判断生物豁免性等方面均得
到了较为广泛的应用 [22]。由于国产左羟丙哌嗪胶
囊体外溶出呈快速溶出以及口服模型预测其吸收
量低于释放量的特点，结合分析预测，现有国产
左羟丙哌嗪胶囊口服吸收基本不受体外溶出差异
的影响，PK/PD 显示左羟丙哌嗪胶囊的快速溶解
有利于其在体内迅速释放吸收，是发挥药效的有
利因素。该研究为没有参比制剂的其他类似品种
开展质量 - 疗效一致性评价工作提供了参考与借

图 6　药物在胃肠道中不同的释放速率

Fig 6　Different release rates of the drug in the gastrointestinal tract 
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鉴，减少了生物等效性试验带来的经济负担，亦
可缩短药物的研发周期，减低制剂生物不等效的
风险，同时为患者安全用药提供了质量保证。

参考文献

[1] Malandrino S，Melillo G，Bestetti A，et al. Antitussive 
properties of levodropropizine [J]. Arzneim Forsch，1988，
38（8）：1141-1143. 

[2] Munt PL，Clavenna G，Algate DR，et al. Antitussive 
effects of levodropropizine in the dog [J]. Arzneim Forsch，
1994，44（2）：153-155. 

[3] Lavezzo A，Melillo G，Clavenna G，et al. Peripheral site 
of action of levodropropizine in experimentally-induced 
cough：role of sensory neuropeptides [J]. Pulm Pharmacol，
1992，5（2）：143-147. 

[4] Shams H，Daffonchio L，Scheid P. Effects of levodro-
propizine on vagal afferent C-fibres in the cat [J]. Br J Phar-
macol，1996，117（5）：853-858. 

[5] Melillo G，Lavezzo A，Bestetti A，et al. Levodro-
propizine（DF 526），a new antitussive compound with 
antiallergic property [J]. Pharmacol Res Commun，1988，
20：238. 

[6] Chow EC，Talattof A，Tsakalozou E，et al. Using 
physi-ologically based pharmacokinetic（PBPK）modeling 
to evaluate the impact of pharmaceutical excipients on oral 
drug absorption：sensitivity analyses [J]. AAPS J，2016，
8（6）：1-12. 

[7] Jones HM. Industry perspective of FDA PBPK guidance 
and EMA PBPK guideline：report from IQC [J]. Drug Me-
tab Pharmacokinet，2018，33（1）：S8. 

[8] Kesisoglou F. The role of physiologically based oral absorp-
tion modelling in formulation development under a quality 
by design paradigm [J]. J Pharm Sci，2017，106（4）：

944-949. 
[9] 中国药典 2020 年版 . 二部 [S]. 2020：190-191. 
[10] FDA. Waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence 

studies for immediate-release solid oral dosage forms based 
on abiophar-maceutics classification system guidance for 

industry [EB/OL]. [2015-05-04]/[2017-12-22]. https：//
www. Fda. gov/downloads/drugs/guidancecomplianceregu-
latoryinformation / guidances / UCM070246. pdf. 

[11] Jeon S，Lee J，Hong T，et al. Pharmacokinetics and safe-
ty of levodropropizine controlled release tablet after repeat-
ed dosing in healthy male volunteers [J]. Journal of Korean 
Society for Clinical Pharmacology & Therapeutics，2013，
21（2）：113-119. 

[12] 朱运贵，肖轶雯，雷志强 . 左羟丙哌嗪的人体药动学研

究 [J]. 医学临床研究，2005，22（11）：1578-1581. 
[13] Villiger A，Stillhart C，Parrott N，et al. Using physio-

logically based pharmacokinetic（PBPK）modelling to 
gain insights into the effect of physiological factors on oral 
absorption in paediatric populations [J]. AAPS J，2016，18
（4）：933-947. 

[14] Huang SM，Abernethy DR，Wang Y，et al. The utility of 
modeling and simulation in drug development and regulato-
ry review [J]. J Pharm Sci，2013，102（9）：2912-2923. 

[15] 高洪志，梁宇光，郝光涛，等 . 左羟丙哌嗪含片人体药

动学研究 [J]. 中国新药杂志，2008，17（16）：1443-1447. 
[16] 张相林，李凯鹏，丁庆明 . 左羟丙哌嗪片剂人体生物等

效性研究 [J]. 中国新药杂志，2006，15（11）：916-919. 
[17] 毕津莲，李湘斌 . HPLC 法测定左羟丙哌嗪片血药浓

度 [J]. 中国现代医学杂志，2005，15（12）：1888-1890. 
[18] 肇丽梅，赵立，孙亚欣，等 . LC/MS/MS 法测定血浆中

左羟丙哌嗪浓度及其药代动力学 [J]. 药学学报，2004，
39（12）：993-996. 

[19] Benet LZ，Broccatelli F，Oprea TI. BDDCS applied to 
over 900 drugs [J]. AAPS J，2011，13：519-547. 

[20] Heimbach T，Xia B，Lin T，et al. Case studies for practi-
cal food effect assessments across BCS/BDDCS class com-
pounds using in silico，in vitro，and preclinical in vivo 
data [J]. AAPS J，2013，15（1）：143-158. 

[21] 丁强，金波，管志美，等 . 塞来昔布胶囊体内外相关性

的研究 [J]. 中南药学，2022，20（8）：1810-1815. 
[22] 潘瑞雪，高源，陈万里，等 . 溶出度试验结合计算机模

拟技术评价国产阿莫西林胶囊的生物等效性 [J]. 药学学

报，2014，49（8）：1155-1161. 
（收稿日期：2022-10-14；修回日期：2023-04-10）

图 7　3 个厂家的平均 PK 曲线

Fig 7　Average PK curves of the 3 manufacturers
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小儿黄龙颗粒对注意力缺陷多动障碍大鼠的 
干预作用及机制研究

伍永鸿，刘嘉琦，田骄，欧文静，黄喜燕，高佳慧，黄日康，张硕峰*（北京中医药大学中药学院，北

京　102488）

摘要：目的　研究小儿黄龙颗粒对注意力缺陷多动障碍（ADHD）模型动物的干预作用及作用

机制。方法　采用幼龄自发性高血压大鼠（SHR）作为 ADHD 模型大鼠，将 32 只健康 SHR
大鼠按体重随机分为 4 组，即 SHR 大鼠组，小儿黄龙颗粒 1.88、3.75 g·kg－ 1 组，哌甲酯组，

另设 WKY 大鼠组、Wistar 大鼠组，每组 8 只，连续灌胃给药 21 d。以自主活动度、焦虑程度、

社交偏好程度、易激惹程度、空间记忆能力、注意定势转移能力作为 ADHD 行为学指标；以

超高效液相色谱 - 质谱（UPLC-MS/MS）方法检测大鼠大脑内前额叶中多巴胺（DA）、高香草

酸（HVA）的含量；以 PCR 方法检测大鼠前额叶内酪氨酸羟化酶（TH）、多巴胺转运体（DAT）

mRNA 的表达量。结果　3.75 g·kg－ 1 小儿黄龙颗粒可改善 ADHD 模型大鼠的行为学异常，

显著提高大鼠前额叶 DA 含量（P ＜ 0.01）、降低 HVA 含量（P ＜ 0.05），明显促进前额叶 TH 
mRNA、DAT mRNA 的表达（P ＜ 0.01）。结论　小儿黄龙颗粒能改善 ADHD 模型大鼠的行为

学障碍，其作用机制与改善多巴胺能神经功能有关。

关键词：注意力缺陷多动障碍；小儿黄龙颗粒；神经递质；行为学

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1738-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.008

Intervention and mechanism of Xiao’er Huanglong granules on rats with 
attention deficit hyperactivity disorder 

WU Yong-hong, LIU Jia-qi, TIAN Jiao, OU Wen-jing, HUANG Xi-yan, GAO Jia-hui, HUANG 
Ri-kang, ZHANG Shuo-feng* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese 
Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To observe the intervention of Xiao’er Huanglong granules on rats with 
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) and analyze the mechanism. Methods  Young 
spontaneously hypertensive rats (SHR) were used to establish ADHD models. Totally 32 healthy SHR 
rats were randomized into 4 groups according to the body weight, an SHR group, Xiao’er Huanglong 
granule 1.88 and 3.75 g·kg－ 1 groups and a methylphenidate group. while a WKY group and Wistar 
group were also set up, with 8 rats in each group. The rats were given Xiao’er Huanglong granules by 
gavage for 21 days. The degree of autonomous activity, anxiety, social preference, irritability, spatial 
memory ability and attention set transfer ability were used as the behavioral indicators of ADHD. 
The levels of dopamine (DA) and homovanillic acid (HVA) in the prefrontal cortex of the rats were 
detected by ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS/MS). The 
expressions of tyrosine hydroxylase (TH) and dopamine transporter (DAT) mRNA in the prefrontal 
cortex of the rats were detected by PCR. Results  Xiao’er Huanglong granules (3.75 g·kg－ 1) 
significantly improved the behavioral abnormalities of ADHD model rats, significantly increased 
the level of DA (P ＜ 0.01), reduced the level of HVA (P ＜ 0.05), and promoted the expression of 
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士，教授，博士研究生导师，主要从事中药药理学研究，email：shuofengzhang@sina.com
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　　注意力缺陷多动障碍（attention deficit hyper-
activity disorder，ADHD）是常见的儿童神经发
育性疾病之一，其三大核心症状为注意力不集
中、活动过度和行为冲动。本病在全球内的患病
率约为 5%，而在我国儿童及青少年中的患病率为
4.9% ～ 6.6% [1]，且近年患病率有递增的趋势。针
对本病，目前临床以哌甲酯、托莫西汀等作为一
线用药，但其具有潜在成瘾性，且易诱发抽动、
食欲抑制等情况 [2]，临床应用具有一定的局限性。
　　小儿黄龙颗粒是目前唯一一个由国家食品药品
监督管理局批准的治疗 ADHD 的中成药。在陈瑶 [3]

的研究中发现，ADHD 患儿在使用 6 周小儿黄龙颗
粒治疗后，口干咽燥、手足心热、盗汗、失眠多梦
及大便秘结积分均显著降低；武金霞等 [4] 发现小
儿黄龙颗粒治疗 ADHD 的有效率高达 97.44%。但
目前存在的问题是，小儿黄龙颗粒改善患儿行为障
碍的作用特点尚不清晰，关键机制尚不明确。
　　为了进一步观察小儿黄龙颗粒治疗 ADHD 的
作用特点，本研究通过检测模型大鼠前额叶单胺
类神经递质多巴胺（dopamine，DA）及其代谢物
高香草酸（homovanillic acid，HVA）的含量，并以
DA 合成关键因子酪氨酸羟化酶（tyrosine hydrox-
ylase，TH）及再摄取关键因子多巴胺转运体（dopa-
mine transporter，DAT）为切入点，探讨小儿黄龙
颗粒对 ADHD 的作用机制。
1　材料
1.1　实验动物
　　SPF 级 SHR 大 鼠 32 只， 雄 性，2 周 龄， 体
质量 45 ～ 60 g；SPF 级同源正常血压大鼠（Wis-
tar-kyoto，WKY）大鼠8只，雄性，2周龄，体质量
45 ～ 60 g；SPF 级 Wistar 大鼠 8 只，雄性，2 周龄，
体质量 45 ～ 60 g [ 斯贝福（北京）生物技术有限公
司，许可证编号：SCXK（京）2019-0010。动物合
格证号分别为，SHR 大鼠：110324211105414141、
11032411106224726、110324211107114176、
110324221101360268，WKY 大鼠：110011211111 
739136、110011211113633112，Wis ta r 大
鼠：11032411105414438、110324211106224824、
110324221100380874、110324221101959716]。室温
为（23±2）℃，相对湿度为（65±5）%，给药前使

动物先适应性饲养 2 d，自由摄取食水，并且实验
过程中对动物的操作符合医学动物伦理学标准。
1.2　试药
　　小儿黄龙颗粒（重庆希尔安药业有限公司，规
格：5 g/ 袋，批号：201002）。临床用量：6 ～ 9
岁，一次一袋，一日两次；10 ～ 14 岁一次两袋，
一日两次。按 12 岁体质量 32 kg 计算，用量为
0.156 25 g·kg－ 1，大鼠剂量按照人用量的 6、12
倍计算，即 1.88、3.75 g·kg－ 1）。盐酸哌甲酯缓
释片（西安杨森制药有限公司，规格：36 mg，批
号：0KE654），临床用量为 36 mg，服用年龄为
6 ～ 12 岁，故按 12 岁体质量 32 kg 计算，用量为
1.125 mg·kg－ 1，大鼠剂量按人用量的 6 倍计算，
即6.75 mg·kg－1。戊巴比妥钠（北京化学试剂公司，
批号：020402）。总 RNA 提取剂（批号：94604，
Ambion）；三氯甲烷（批号：20150282，北京试
剂）；异丙醇（批号：C12499815，Macklin）；乙
醇（批 号：2110211025，JING CHUN）； 无 酶 水
（批号：SL311437100，Coolaber）；逆转录试剂盒
（NovoScriptRPlus All-in-one 1st Strand cDNA Syn-
thesis SuperMix（gDNA Purge，批号：05227808）、
qPCR 试 剂 盒（NovoStartRSYBR qPCR SuperMix 
Plus，批号：05229413）（Novoprotein）；多巴胺（纯
度：98%，批号：S14GB161091）、高香草酸（纯度：
98%，批号：N16GB168232）、去甲肾上腺素（纯
度：99%，批号：H20N11C130929）、5- 羟色胺（纯
度：98%，批号：F25F7E10127）、5- 羟吲哚乙酸
（纯度：98%，批号：J14HB187275）、2- 吡啶乙
酸盐酸盐（纯度：97%，批号：A16D10S105869）
（源叶生物）；3- 甲氧基 -4- 羟基苯乙二醇（纯度：
98%，批号：2-ACH-121-4，TRC）；甲酸（批号：
20170220）、乙腈（批号：F22M51202）（天津市福
晨化学试剂厂）。
1.3　仪器
　　AR1140/C 型电子分析天平（上海奥豪斯公
司）；Ethovision XT 9.0 动物行为跟踪仪（荷兰
Noldus 公司）；5810R 高速常温 / 冷冻离心机（德
国艾本德公司）；Milli-Q 型超纯水系统（北京五洲
东方科技发展有限公司）；ND one 超微量紫外可
见分光光度计（美国 Thermo 公司）；StepOnePlusR

TH mRNA and DAT mRNA in the prefrontal cortex (P ＜ 0.01). Conclusion  Xiao’er Huanglong 
granules can improve the behavioral disorder in ADHD model rats, whose mechanism is related to the 
improvement of dopaminergic neurological function. 
Key words: attention deficit hyperactivity disorder; Xiao’er Huanglong granule; neurotransmitter; 
behavior
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实时型定量 PCR 仪（美国 ABI 公司）；液相 - 质谱
联用分析系统（LC-MS/MS）AcQuity UPLC 系列液
相仪、UPLC 系统工作软件 Empower（美国 Waters
公司）；API 5500 Qtrap 质谱仪、质谱仪系统工作
软件 Analyst 1.62（美国 AB Sciex 公司）；－ 70 ℃
超低温冰箱（中国 Haier 集团公司）；台式离心机
（德国 Thermo Fisher 公司）；T18 Basic 高速分散机、
Vibrax VXR 小型摇床、MS3 Basic 涡旋混合器（德
国 IKA 公司）；注意定势转移测试箱（中国阔云仪
器设备有限公司）。
2　方法
2.1　分组与给药
　　将 SHR 大鼠按体质量随机分为 4 组，每组
8 只，即 SHR 大鼠组，小儿黄龙颗粒 1.88、3.75 
g·kg－ 1 组，哌甲酯组，另 8 只 WKY 大鼠为一组，
8 只 Wistar 大鼠为一组，用作 SHR 大鼠的正常对
照组。小儿黄龙颗粒 1.88 g·kg－ 1 组和小儿黄龙
颗粒 3.75 g·kg－ 1 组灌胃小儿黄龙颗粒溶液，每
日两次，哌甲酯组给予盐酸哌甲酯缓释片 6.75 mg/
（kg·d），连续 21 d，其余各组灌胃等量生理盐水。
2.2　观察指标
2.2.1　自主活动程度　在给药第 16 日晚 8：00
进行大鼠自主活动的检测，实验时，将大鼠放入
旷场实验箱中（44 cm×44 cm×54 cm），首先适
应环境 1 min，再观测 30 min。所得视频文件用
Noldus 动物行为跟踪仪 EthoVision XT 9.0 软件进
行分析。分别记录每只大鼠的行为学指标（移动
总距离、移动速度、中心区域时间、中心区域路

程、活动连续性）。
2.2.2　社交偏好程度　在给药第 17 日 20：00 将
大鼠放入三箱社交装置箱中进行社交偏好实验，
提前将陌生鼠放入装置的一侧，另一侧不放入大
鼠作为空白侧。实验时，使动物首先适应环境 1 
min，再观察 30 min。检测指标：待测动物陌生
鼠侧区域时间，以及陌生鼠侧区域时间百分比。
2.2.3　易激惹程度　给药第 20 日进行激惹实验，
通过测量攻击性反应来检测类似易怒的行为，其
具体操作和统计方法详见参考文献 [5]。
2.2.4　注意定势转移能力　给药第 19 ～ 21 日进
行注意定势转移任务（AST）测试，为维持动物
保持一定的饥饿状态，将给食量控制在正常食量
的 70% 左右。AST 测试具体操作方法及程序详见
参考文献 [6]。
2.2.5　空间记忆能力　巴恩斯迷宫实验分为学习
过程（第 16 ～ 18 日）和检测过程（第 19 日），期
间以光刺激作为驱动小鼠进入目标洞口的动机，
其具体训练方法与检测方式详见参考文献 [7]。
2.2.6　Real-time PCR 检测前额叶皮质 TH mRNA、
DAT mRNA 表达　按实验操作步骤提取前额叶总
RNA，分析纯度、检测浓度后逆转录，96 孔板加
样，离心 10 min，注意避光，放入荧光 PCR 仪进行
荧光定量 PCR 实验，扩增条件：保持阶段：95℃ 
10 min； 循 环 阶 段：95℃ 20 s，60℃ 1 min， 循
环 40 次；溶解曲线阶段：95℃ 15 s，60℃ 1 min，
95℃ 15 s。描绘溶解曲线，重复 3 次，对 CT 值进
行统计分析。引物序列见表 1。

表 1　实时荧光定量 PCR引物序列 
Tab 1　Real-time fluorescent quantitative PCR primer sequence

基因 正向 反向

TH 5'-ACACAGCGGAAGAGATTGCT-3' 5'-AGCCACAGTACCGTTCCAGA-3'
DAT 5'-CTACCTGCTCTTCATGGTTATTG-3' 5'-CCACGTAGAAAGAGATGAGGATA-3'
GAPDH 5'-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3' 5'-ACTGTGGTCATGAGCCCTTC-3'

2.2.7　UPLC-MS/MS 检测大鼠前额叶内单胺类神
经递质 DA 及其代谢物 HVA 含量　将大鼠前额叶
按质量加入 4 倍质量超纯水匀浆，保存于－ 70℃
冰箱备用。精密吸取组织匀浆液 100 μL，加入 300 
µL 甲 醇（含 0.1% 甲 酸），3000 r·min － 1 涡 旋 5 
min，冰水浴超声 5 min，12 000 r·min － 1 离心 5 
min 后，取上清液 300 μL 在真空浓缩仪中吹干，然
后加入 100 μL 复溶溶液（初始流动相比例），3000 
r·min － 1 涡旋 5 min，冰水浴超声 5 min，12 000 
r·min－ 1 离心 5 min 后，取上清液进样 5 μL 分析。
色谱检测条件、质谱检测条件及具体操作方法详见
参考文献 [8]。

3　结果

3.1　对 ADHD 模型大鼠自主活动的影响

　　结果如表 2 所示，SHR 大鼠的移动总距离、
移动速度、活动连续性均明显高于 Wistar 大鼠
（P ＜ 0.01）；WKY 大鼠与 Wistar 大鼠各指标无
明显差异，提示幼年 SHR 大鼠具有多动、焦虑的
特性。与 SHR 大鼠组相比，小儿黄龙颗粒（3.75 
g·kg－ 1）可显著降低 SHR 大鼠的移动总距离、
移动速度和活动连续性（P ＜ 0.01）；小儿黄龙颗
粒组（1.88 g·kg－ 1）对其改善程度降低；哌甲酯
能显著降低 SHR 大鼠的活动连续性（P ＜ 0.05），
其余各指标差异均无统计学意义。
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表 2　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠自主活动的影响 (x±s) 
Tab 2　Effect of Xiao’er Huanglong granules on the autonomic activity of ADHD model rats (x±s)

组别 移动总距离 /cm 移动速度 /（cm·s － 1） 中心区域时间 /s 中心区域路程 /cm 活动连续性

WKY 大鼠组 3275.15±965.09** 1.82±0.54**   31.58±23.61*   641.84±403.95**   7.25±2.77**

Wistar 大鼠组 4096.13±1139.60** 2.28±0.63**   41.60±53.02 1040.10±666.30   8.16±2.26**

SHR 大鼠组 7104.43±1839.67## 3.95±1.02##   88.68±41.63 1674.00±827.46 13.58±3.68##

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 6390.45±1537.64## 3.55±0.85## 104.90±36.03# 1893.12±710.59# 11.68±2.43#

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1 5209.77±837.45** 2.89±0.47** 101.40±76.17#   1793.8±717.51#   9.96±2.02**

哌甲酯组 6264.65±613.31## 3.48±0.34## 103.15±38.75# 1993.99±672.88# 10.83±0.89*

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

3.2　对 ADHD 模型大鼠社交能力的影响

　　结果如表 3 所示，SHR 大鼠、WKY 大鼠各
指标均明显低于 Wistar 大鼠（P ＜ 0.01），说明两
者均具有一定的社交障碍；而 WKY 大鼠与 SHR
大鼠社交能力无显著差异，故 Wistar 大鼠更适于
用作 SHR 大鼠社交实验的正常对照组。小儿黄龙
颗粒各剂量均能显著提高 SHR 大鼠与陌生鼠的
接触时间（P ＜ 0.05），提高其社交能力。哌甲酯
能不同程度地增加 SHR 大鼠在陌生鼠侧停留时
间及时间占比，但效果不显著。

表 3　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠社交能力的影响 (x±s) 
Tab 3　Effect of Xiao’er Huanglong granules on the social ability of 

ADHD model rats (x±s)

组别 陌生鼠侧时间 /s
陌生鼠侧

时间占比 /%
Wistar 大鼠组 1135.23±202.14** 256.95±157.97**

WKY 大鼠组   703.70±242.30## 121.01±82.87##

SHR 大鼠组   731.60±276.18## 117.24±68.86##

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 1038.85±94.11** 225.24±45.32*

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1   963.88±89.30* 181.69±40.64
哌甲酯组   924.80±166.58# 197.66±91.47

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大
鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。

Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

3.3　对 ADHD 模型大鼠空间记忆能力的影响

　　结果如表 4 所示，WKY 大鼠与 Wistar 大鼠
找到目标盒的潜伏期无显著差异，SHR 大鼠的潜
伏期低于 Wistar 大鼠，此现象可能与 SHR 大鼠
多动、运动速度较快的因素有关，故潜伏期的参
考意义不大。而在错误次数方面，SHR 大鼠较
Wistar 大鼠错误次数多，提示其空间记忆能力的
降低，小儿黄龙颗粒各剂量以及哌甲酯均能不同
程度地降低 SHR 大鼠的错误次数，但差异均无
统计学意义。
3.4　对 ADHD 模型大鼠注意定势转移能力的影响

　　结果如表 5 所示，SHR 大鼠各阶段错误率

均不同程度地高于 Wistar 大鼠，尤其复杂辨别
（CD）正向学习阶段、外维度转换（EDS）反向
学习阶段差异明显（P ＜ 0.05），WKY 大鼠与
Wistar 大鼠无显著差异，提示 SHR 大鼠存在注意
定势转移障碍。小儿黄龙颗粒各剂量能不同程度
地降低 SHR 大鼠各阶段的错误率，尤其在 CD 正
向阶段、内维度转换（IDS）正向阶段、EDS 的
反向学习阶段作用明显（P ＜ 0.05），提示小儿黄
龙颗粒可提高 SHR 大鼠的学习与认知能力，有
效改善 SHR 大鼠注意定势转移障碍；哌甲酯能显
著降低 SHR 大鼠在 CD 正向阶段、EDS 的反向学
习阶段的错误率（P ＜ 0.05）。
3.5　对 ADHD 模型大鼠易激惹程度的影响

　　结果如表 6 所示，SHR 大鼠攻击行为总次
数明显高于 Wistar 大鼠（P ＜ 0.01），WKY 大鼠
与 Wistar 大鼠无显著差异，提示 SHR 大鼠易被
激怒，与临床 ADHD 患儿冲动、急躁易怒的行为
特征相符。小儿黄龙颗粒各剂量以及哌甲酯均能
显著降低 SHR 大鼠攻击行为总次数（P ＜ 0.05），
改善其易怒特征。
3.6　对 ADHD 模型大鼠前额叶 TH mRNA、DAT 
mRNA 表达的影响
　　结果如表 7 所示，SHR 大鼠前额叶 TH mRNA、

表 4　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠空间记忆能力的影响 (x±s) 
Tab 4　Effect of Xiao’er Huanglong granules on the spatial memory  

of ADHD model rats (x±s)

组别 潜伏期 /s 错误次数 / 次

Wistar 大鼠组 18.88±3.79 1.71±1.01

WKY 大鼠组 18.08±4.72 1.79±1.08

SHR 大鼠组 14.29±4.79 2.21±1.37

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 14.08±4.95 1.75±1.42

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1 15.21±7.00 1.79±1.57

哌甲酯组 14.25±5.82 1.67±1.46

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大
鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。

Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.
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DAT mRNA 的表达量明显低于 Wistar 大鼠与 WKY
大鼠（P ＜ 0.01）。小儿黄龙颗粒（1.88 g·kg－ 1）
能显著提高 SHR 大鼠前额叶 TH mRNA 的表达
（P ＜ 0.01），小儿黄龙颗粒（3.75 g·kg－ 1）、哌甲
酯能显著提高 SHR 大鼠前额叶 TH mRNA、DAT 
mRNA 的表达（P ＜ 0.05）。
表 7　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠大脑前额叶中 TH mRNA、

DAT mRNA相对含量的影响 (x±s) 
Tab 7　Effect of Xiao’er Huanglong granule on the TH mRNA and 

DAT mRNA relative content in the prefrontal cortex of  
ADHD model rats (x±s)

组别 TH DAT
WKY 大鼠组 0.88±0.08**## 0.56±0.10*##

Wistar 大鼠组 1.00±0.09** 1.01±0.16**

SHR 大鼠组 0.51±0.05## 0.42±0.02##

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 0.70±0.06**## 0.44±0.10##

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1 1.07±0.06** 0.58±0.06**##

哌甲酯组 1.14±0.10**## 0.54±0.17*##

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大
鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。

Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

3.7　对 ADHD 模型大鼠前额叶 DA、HVA 含量
的影响
　　结果如表 8 所示，SHR 大鼠前额叶中 DA 含量

低于 Wistar 大鼠，而 HVA 含量显著高于 Wistar 大
鼠（P ＜ 0.01），WKY 大鼠与 Wistar 大鼠间两递质
含量无显著差异。小儿黄龙颗粒（3.75 g·kg－ 1）能
显著提高 SHR 大鼠前额叶中 DA 含量（P ＜ 0.01），
降低 HVA 含量（P ＜ 0.05）；哌甲酯能显著提高
SHR 大鼠前额叶中 DA 含量（P ＜ 0.01）。
4　讨论
　　ADHD 常伴随学习与记忆障碍、品行异常、
对立违抗障碍等精神类疾病 [9]，对个人成长、家
庭生活和社会关系产生持久的损害，在儿科界引
起了广泛重视。目前临床使用的药物大多具有潜
在成瘾性，且易伴随呕吐等不良反应，而其他非
药物治疗手段在实际治疗中亦存在一定的局限
性，因此寻求安全、有效、绿色的治疗成为临床
ADHD 患者的迫切需要。近年来，国内研究发现
中医药在治疗 ADHD 中有着显著优势，成为临床
患者的新选择。
　　小儿黄龙颗粒作为治疗 ADHD 的常用中成
药，方中白芍、熟地黄和麦冬共为君药，三药协
同作用，起滋阴补血，安神定志，平肝潜阳的作
用，能显著改善患儿多动不宁、神思涣散、性急
易怒等症状 [10]。鉴于小儿黄龙颗粒在治疗 ADHD
方面的显著疗效，故本研究拟采用 ADHD 大鼠作

表 5　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠注意定势转移能力的影响 (x±s) 
Tab 5　Effect of Xiao’er Huanglong granule on the attention setting transfer ability of ADHD model rats (x±s)

组别 SD 阶段 /%
CD 阶段 /% IDS 阶段 /% 逆反学习（RL）阶段 /% EDS 阶段 /%

正向 反向 正向 反向 正向 反向 正向 反向

WKY 大鼠组 5.53±5.79   6.47±6.50* 3.04±5.37 10.62±6.29   5.13±6.65   6.70±6.73 3.89±7.09 5.36±6.92   7.91±8.35
Wistar 大鼠组 3.83±6.07   4.24±6.71** 1.59±3.89   6.12±7.07   5.06±5.96   3.63±5.80 3.57±8.75 4.24±6.71   4.31±5.01*

SHR 大鼠组 6.69±9.43 14.11±6.69## 5.31±7.15 12.61±5.8 10.98±9.17 10.50±9.71 4.69±8.70 9.56±8.06   11.7±7.59#

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 6.66±7.41   6.38±6.50* 3.13±5.41   1.56±4.13**   7.56±6.19   6.52±6.59 1.79±4.72 5.13±6.65   1.25±3.31**

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1 2.04±5.00   2.04±5.00** 1.43±3.50   7.71±6.76   7.30±6.46   6.68±5.95 3.57±8.75 5.36±9.11 10.51±6.83
哌甲酯组 8.53±7.77   3.83±6.07** 3.08±4.96   8.82±7.96   5.06±5.96 10.88±11.30 5.87±6.80 3.02±4.78   3.08±4.96*

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

表 8　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠大脑前额叶中 DA、HVA含

量的影响 (x±s) 
Tab 8　Effect of Xiao’er Huanglong granule on the content of DA 

and HVA in the prefrontal cortex of ADHD model rats (x±s)

组别 DA/（ng·g － 1） HVA/（ng·g － 1）

WKY 大鼠组 465.14±16.52 161.27±59.64*

Wistar 大鼠组 462.67±9.43 121.56±26.22**

SHR 大鼠组 457.50±17.99 271.77±78.33##

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 472.44±13.12 287.69±148.37##

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1 487.33±24.49**## 178.55±79.53*

哌甲酯组 532.57±21.37**## 321.57±75.29##

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大
鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。

Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

表 6　小儿黄龙颗粒对 ADHD模型大鼠攻击性行为的影响 (x±s) 
Tab 6　Effect of Xiao’er Huanglong granule on the aggressive 

behavior of ADHD model rats (x±s)

组别 攻击行为总和 / 次
WKY 大鼠组 5.75±1.98*

Wistar 大鼠组 3.13±1.76**

SHR 大鼠组 8.13±2.93##

小儿黄龙颗粒组 1.88 g·kg － 1 5.38±2.18*

小儿黄龙颗粒组 3.75 g·kg － 1 4.75±2.63**

哌甲酯组 4.75±2.05**

注：与 SHR 大鼠组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 Wistar 大
鼠组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。

Note：Compared with the SHR rat group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
compared with the Wistar rat group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.
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为动物模型，观察小儿黄龙颗粒对其行为学方面
的干预特点，并探讨其作用机制。
　　本研究选取的幼年 SHR 大鼠为国际上应用
最广泛、研究最多、较为理想的 ADHD 动物模型，
其起源于东京远交系 Wistar 大鼠，是 Okamoto
等 [11] 在 WKY 大鼠的基础上，经过交叉培育而
成，由于年幼动物常表现出多动、冲动、注意
力不集中等特点，故用作研究 ADHD 的动物模
型。实验时常将 WKY 大鼠作为 SHR 大鼠的天然
对照组，但因其比其他品系大鼠自主活动低，在
旷场实验中活动度下降，在水迷宫实验中易漂浮
不动，表现出抑郁样的特征 [12]，其行为特征与
SHR 大鼠的比较缺乏客观真实性，故本研究增设
Wistar 大鼠组，用作 SHR 大鼠的正常对照组。
　　ADHD 患者存在多动、冲动、注意力不集中
的症状，倾向于在工作中表现出执行障碍、内心
焦虑，以及不同程度的认知障碍、学习困难和社
交障碍 [13]。本研究结果表明，SHR 大鼠能较好地
模拟临床 ADHD 患儿的行为学异常，小儿黄龙颗
粒能显著降低其自主活动程度、提高社交能力，
改善其注意定势转移障碍，并能明显缓解其急躁
易怒和焦虑的状态，但对其空间记忆能力的提升
作用不强。
　　从神经系统的解剖及功能来看，前额叶皮质
与注意力的持续和调节、情绪、行为有密切关系。
研究认为，ADHD 潜在病理生理学机制的主要假
设是基于单胺类神经功能障碍，DA 作为单胺类
神经中最具活性的神经递质，在前额叶皮质的功
能发挥中具有重要意义 [14]。在 DA 的合成过程中，
TH 是参与 DA 合成的起始酶和限速酶；而 DAT 是
位于多巴胺神经突触前膜特异性的跨膜蛋白，属
于 Na＋ /Cl－离子依赖型转运蛋白基因家族，可使
DA 在突触扩散之前迅速灭活 [15]。综上，本研究围
绕多巴胺能神经通路，选取前额叶内 DA 及其代
谢物 HVA 作为检测物质，并通过检测其合成与再
摄取相关因子 TH mRNA、DAT mRNA 的表达，探
究小儿黄龙颗粒对 ADHD 模型大鼠的作用机制。
　　研究表明，SHR 大鼠前额叶内 DA 含量较
Wistar 大鼠低，而 HVA 的含量显著升高，提示
SHR 大鼠存在 DA 的合成与代谢紊乱，多巴胺能神
经失调，进而影响其注意力、情绪和行为，与前面
SHR 大鼠行为异常的结果吻合；进一步的研究表
明，SHR 大鼠前额叶内 TH mRNA、DAT mRNA 表
达较 Wistar 大鼠显著降低，故造成 DA 的合成障碍
以及再摄取异常，与神经递质的检测结果一致。小
儿黄龙颗粒能显著提高前额叶 TH mRNA 的表达，
增加 DA 的合成；并通过提高 DAT mRNA 的表达，

实现突出前膜对 DA 的再摄取，从而增加前额叶
DA 含量，降低 HVA 含量。
　　综上，小儿黄龙颗粒对 ADHD 模型大鼠的行
为学异常具有明显的改善作用，其作用机制与其
能提高前额叶 TH mRNA、DAT mRNA 表达，进
而提高 DA 含量，降低 HVA 含量，改善多巴胺能
神经功能相关。
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卷曲乳杆菌类细菌素的分离纯化及表征

邹达，唐美，黄雄辉，邹俊娜，王艳*（中南大学化学化工学院，长沙　410083）

摘要：目的　初步分离纯化并鉴定卷曲乳杆菌类细菌素，为研发针对念珠菌性阴道炎（VVC）

的药物奠定基础。方法　以氟康唑作为标准药物，测定卷曲乳杆菌发酵上清液（CFS）对于白

假丝酵母菌的抑菌活性，研究温度、pH 值和酶解处理对于 CFS 抑菌活性的影响；采用硫酸铵

沉淀法、疏水柱层析法及透析法对 CFS 中的抑菌活性物质进行初步分离纯化；采用苯酚 - 硫酸

法、双缩脲反应、UV、FTIR、HPLC 和 SDS-PAGE 对抑菌活性物质进行初步鉴定。结果　卷

曲乳杆菌 CFS 中存在耐酸碱、热稳定性好的糖蛋白或糖肽类抑菌物质，初步纯化之后 CFS 比

活力从 218.6 U·mg－ 1 提升到 700.7 U·mg－ 1，提高了 3.2 倍，初步鉴定为分子量均为 55 kD
左右的两种糖蛋白或糖肽。结论　卷曲乳杆菌 CFS 中含有糖蛋白或糖肽类细菌素，对白假丝

酵母菌具有抑制作用，有望将其开发成药物。

关键词：卷曲乳杆菌；类细菌素；分离纯化；表征
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Isolation, purification and characterization of bacteriocin-like substance 
from Lactobacillus crispatus

ZOU Da, TANG Mei, HUANG Xiong-hui, ZOU Jun-na, WANG Yan* (Chemistry and Chemical 
Engineering of Central South University, Changsha  410083)

Abstract: Objective  To isolate and identify bacteriocin-like substances produced by the Lactobacillus 
crispatus, and lay the foundation for research and drug development for vulvovaginal candidiasis (VVC). 
Methods  Fluconazole was used as the standard drug, the bacteriostatic activity of cell-free supernatant 
of Lactobacillus crispatus (CFS) for Candida albicans was determined. The effect of temperature, pH 
value and enzymatic hydrolysis on the antibacterial activity of CFS was determined. The antibacterial 
active substances in CFS were preliminarily separated and purified by ammonium sulfate precipitation, 
hydrophobic column chromatography and dialysis. Phenol-sulfuric acid method, biuret test, UV, FTIR, 
HPLC and SDS-PAGE were used to identify the antibacterial active substances. Results  Glycoprotein 
or glycopeptide antibacterial substances were found with good acid-base resistance and thermal stability 
in CFS of Lactobacillus crispatus. After the purification, the specific activity increased from 218.6 
U·mg－ 1 to 700.7 U·mg－ 1, by 3.2 times. Two glycoproteins with molecular weight of about 55 kD 
were identified. Conclusion   CFS of Lactobacillus crispatus contains glycoprotein or glycopeptide 
bacteriocin, which can inhibit Candida albicans and as a prospective drug.
Key words: Lactobacillus crispatus; bacteriocin-like substance; isolation and purification; 
characterization
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究生导师，主要从事抗菌肽研究，email：wy-csu@csu.edu.cn

　　健康女性阴道内定植了大量的微生物，一
般分为厌氧、兼性厌氧和需氧微生物 [1]。微生物
群之间相互制约、相互协调，它们还可以与宿主
协作，抵御机会致病菌的生长和定植，而这种

健康的平衡，则被称为微生态平衡 [2]。有研究表
明，菌群失衡与细菌性阴道炎（bacterial vaginitis，
BV）、念珠菌性阴道炎（vulvovaginal candidiasis，
VVC）等疾病密切相关。
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　　乳酸杆菌在健康阴道微生物群中最为常见，
检出率也最高，且在数量上占主导地位，在阴道
液中的菌浓度可达 1×107 ～ 1×108 CFU·g－ 1[3]。
同时，乳酸杆菌在维持阴道微生态平衡方面扮演
着重要角色，主要体现在通过分泌乳酸、过氧化
氢以及细菌素等物质去防止机会致病菌的过度繁
殖和与机会致病菌竞争在阴道上皮细胞上的黏附
位点 [4-6]。卷曲乳杆菌是一种阴道内源乳酸杆菌，
有体外研究表明 [4-5]，健康女性阴道中分离出的
卷曲乳杆菌的发酵上清液（cell-free supernatant，
CFS），可以通过调控白假丝酵母菌菌丝特异性
基因 HWP1 和 ECE1、黏附相关基因 ALS3、生物
膜相关基因 BCR1、菌丝相关转录因子 EFG1 等
基因的表达来抑制白假丝酵母菌的生长和菌丝形
态形成 [6]，并证明对白假丝酵母菌起抑制作用的
除了乳酸和过氧化氢外，还有类细菌素。本研究
旨在通过离心、硫酸铵沉淀、疏水柱层析和透析
的方法对卷曲乳杆菌类细菌素进行分离纯化，并
对其性质进行初步探究，为其能否作为治疗 VVC
的药物奠定基础。
1　材料

　　卷曲乳杆菌（Lactobacillus crispatus，CGMCC 
1.2743，中国普通微生物菌种保藏管理中心），白假
丝酵母菌（Candida albicans，ATCC10231，广东省
微生物保藏中心），菌种于－ 80℃冰箱保存。Can-
dida albicans 使用 YPD 培养基，Lactobacillus crispa-
tus 使用 MRS 肉汤培养基，置于无氧、5%CO2 的条
件下孵育。乳清粉（深圳拓建生物科技有限公司）；
MRS、YPD 等培养基（青岛海博生物有限公司）；
辛基 - 琼脂糖凝胶 CL-4B（北京索莱宝科技有限公
司）；硫酸铵、蛋白酶等试剂（上海麦克林生化科
技有限公司）。
　　UV-1801 紫外分光光度计（郑州博邦科贸有限
公司）；Nicolet 6700 傅里叶变换红外光谱仪（美国
Thermo Scientific 公司）；Waters Alliance e2695 高
效液相色谱仪（新加坡沃特世有限公司）。
2　方法

2.1　卷曲乳杆菌 CFS 的制备

　　接种 4% 的 OD600 ＝ 1.5 的卷曲乳杆菌至含有
600 mL 乳清培养基（乳清粉 20 g·L－ 1，葡萄糖
4 g·L－ 1，磷酸氢二钾 0.75 g·L－ 1，初始 pH 8.1）
的 1 L 三角培养瓶中发酵培养 32 h，发酵液离心
得上层清液，过 0.22 μm 微孔滤膜得到 CFS，4℃
储存备用。
2.2　抑菌活性测试方法及效价的确定

　　以白假丝酵母菌标准菌株作为指示菌，菌浓
度为 1×106 CFU·mL－ 1 进行抑菌实验。将白假丝
酵母菌接种至 96 孔板中，加入 CFS（pH 6.5，每
个孔各100 μL），所有实验平行6个独立重复实验，
37℃培养 24 h 后用酶标仪于 600 nm 测定每个孔的
OD 值，根据文献计算细菌生长抑制率 [6]。
　　利用 YPD 培养基（20.0 g·L－ 1 蛋白胨，20.0 
g·L－1 葡萄糖，10.0 g·L－1 酵母浸粉，pH 6.5±0.2，
25℃），将 5 mg·mL－ 1 氟康唑溶液用二倍稀释法
得到质量浓度为 1.0、2.0、3.9、7.8、15.6、31.3、
62.5、125、250 μg·mL－ 1 的氟康唑溶液。根据
上述抑菌活性测试方法测定白假丝酵母菌对药物
敏感的浓度区间以及其生长抑制率，并根据该浓
度区间将氟康唑溶液配制 1.6、2.0、2.4、2.8、3.2 
μg·mL－ 1 共 5 个质量浓度梯度。以氟康唑质量浓
度为横坐标，生长抑制率为纵坐标绘制标准曲线。
2.3　类细菌素性质研究

2.3.1　 排 除 有 机 酸 干 扰　CFS 用 5 mol·L － 1 
NaOH 溶液调至 pH 6.5 后，按“2.2”项下方法测
定抑菌活性。
2.3.2　排除过氧化氢干扰　称取 0.05 g 过氧化氢
酶溶解于 1 mL pH ＝ 7 的 0.2 mol·L － 1 的磷酸盐
缓冲液，加入“2.3.1”项下调至中性的 CFS 于磷
酸盐缓冲液中，使 CFS 中过氧化氢酶的终质量浓
度为2 mg·mL－ 1，100℃加热使酶失活，按“2.2”
项下方法测定抑菌活性。
2.3.3　酶解稳定性　在 8 个 15 mL 离心管中各加
入 5 mL CFS，并将 pH 调至每种酶的最适 pH，再
分别在 7 个离心管中加入木瓜蛋白酶、脂肪酶、α-
淀粉酶、蛋白酶 K、胰蛋白酶、α- 糜蛋白酶、胃
蛋白酶，使酶的终质量浓度为 1 mg·mL－ 1，37℃
水浴 2 h，100℃加热使酶失活，最后测定抑菌活
性。留下一支不加酶处理，作为对照（control）。
2.3.4　温度稳定性　在 8 个 15 mL 离心管中各加
入 5 mL CFS（pH 6.5），分别在 40、50、60、70、
80、100、121℃下加热处理 30 min，留下一支作
为空白对照，CFS 调至 pH 6.5 后测定抑菌活性。
2.3.5　pH 稳定性　在 13 个 15 mL 离心管中各加入
5 mL CFS，用 5 mol·L－ 1 NaOH 溶液和 5 mol·L－ 1

盐酸溶液分别调节 pH 为 1 ～ 12，留下一支作为空
白对照，CFS 调至 pH 6.5，测定抑菌活性。
2.4　类细菌素的分离纯化及表征

2.4.1　饱和硫酸铵沉淀　将 600 mL CFS（pH 6.5）
置于摇床上，加入硫酸铵粉末，使 CFS 中硫酸铵的
饱和度为 50%，继续震荡 30 min，4℃静置过夜后
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离心，将上清液再次置于摇床上加入硫酸铵粉末，
使上清液中硫酸铵的饱和度为 80%，其余操作同
上。将离心后得到的沉淀用6 mL 磷酸盐缓冲液（pH 
6.5，浓度为 0.2 mol·L－ 1）复溶，4℃保存备用。
2.4.2　疏水柱层析　吸取 10 mL 辛基 - 琼脂糖凝
胶 CL-4B 于层析柱中，用 5 倍柱体积（BV）超
纯水洗涤柱子，用 3BV 的 2 mol·L－ 1 NaCl 溶液
平衡柱子，将预先加入 NaCl 固体使其终浓度为 2 
mol·L－ 1 的沉淀复溶液过柱，用 1、0.5 mol·L－ 1 
NaCl 溶液和超纯水各 30 mL 进行洗脱，用离心管
收集 0.5 mol·L－ 1 时的洗脱液。
2.4.3　透析、冻干　将收集到的具有抑菌活性的
洗脱液，装入截留分子量为 500 ～ 1000 的透析袋
中，然后将透析袋置于装有 2 L 超纯水的 3 L 烧杯
中，用磁力搅拌器低速搅拌，4 ～ 6 h 换一次水，
透析 48 h，并用电导率仪测定透析液和超纯水的电
导率，两者相同后停止透析，反之继续透析。透析
后的液体真空冻干4～5 d，得到固体粉末0.0507 g。
2.4.4　蛋白含量测定　采用 Bradford 法测定蛋白
含量，取 6 支试管，配制等梯度浓度的 BSA 溶
液，加入考马斯亮蓝溶液后在 595 nm 处测定吸
光度值，以浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标绘
制标准曲线，计算蛋白浓度。
2.4.5　硫酸 - 苯酚法和双缩脲反应显色
　　① 硫酸 - 苯酚法：以 50 mmol·L－ 1 磷酸盐
缓冲液为溶剂，配制终质量浓度为 14 mg·mL－ 1

和 0.5 mg·mL－ 1 的类细菌素样品液和葡萄糖溶液
备用。取三支试管分别加入 1 mL 50 mmol·L － 1

磷酸盐缓冲液、样品液和葡萄糖溶液，再分别加
入 1 mL 5% 苯酚溶液，立即震荡混匀，迅速加入
4 mL 浓硫酸混匀，静置 20 min，观察显色结果。
　　② 双缩脲反应：取两个 10 mL EP 管分别加入
1 mL 50 mmol·L－ 1 磷酸盐缓冲液和样品溶液，再
分别加入 1 mL 双缩脲试剂 A 液，立即混匀后加入
100 μL 双缩脲试剂 B 液混匀，静置 20 min，观察
显色结果。
2.4.6　紫外光谱及傅里叶红外光谱分析　将冻干样
品液稀释 3 倍后用紫外分光光度计测定 190 ～ 400 
nm 内紫外吸收光谱。采用溴化钾（KBr）压片法制
备样品，在 500 ～ 4000 cm－ 1 测定样品红外光谱。
2.4.7　高效液相色谱分析　色谱柱：Symmetry 
C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）；流动相 A：0.1%
三氟乙酸水溶液，流动相 B：0.1% 三氟乙酸乙腈
溶液，梯度洗脱（0 ～ 1 min，5%B；1 ～ 5 min，
40%B；5 ～ 20 min，60%B；20 ～ 23 min，80%B；

23 ～ 25 min，100%B）；流速 1.0 mL·min－ 1；进
样量 20 μL；检测波长 220 nm。
2.4.8　聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）　对
纯化后的类细菌素采用 SDS-PAGE 测定纯度和分
子量。类细菌素上样量为 20 μg 和 40 μg，溴酚蓝
离玻璃板底部约 1 cm 时终止电泳。考马斯亮蓝染
色 3 h 后脱色，用凝胶成像仪显影成像。
2.5　统计学处理 
　　采用 Origin 2021 统计学软件进行分析，计量
资料用均数 ±标准差（x±s）表示，采用 t 检验
比较对照组与实验组的水平，P ＜ 0.05 为差异有
统计学意义。
3　结果

3.1　效价标准曲线

　　为了定义标准效价和 CFS 中抑菌物质的效
价，选择将氟康唑作为标准药物，扩大药物浓度
区间，寻找对白假丝酵母菌抑制作用敏感的区间。
结果如图 1A 所示，在氟康唑 1 ～ 2 μg·mL－ 1 时
白假丝酵母菌 600 nm 处的光密度（OD）值下降
斜率最大，然后随着氟康唑浓度的增大，光密
度值下降的斜率逐渐变缓，在氟康唑 3.9 ～ 62.5 
μg·mL－ 1 存在一个平台期；生长抑制率也呈现
相同的变化趋势，说明随着药物浓度的升高，抑
菌活性变化的不明显，很可能不存在线性关系。
因此，将氟康唑的质量浓度定在 1 ～ 2 μg·mL－ 1

研究氟康唑浓度与生长抑制率的关系。结果如图
1B 所示，氟康唑质量浓度在 0.8 ～ 1.6 μg·mL－ 1 
时，对白假丝酵母菌的生长抑制率呈线性关系，
线性方程为 y ＝ 40.45x － 18.70，R2 ＝ 0.992。因
此，将 1 个单位的效价（U）定义为抑菌物质对
白假丝酵母菌的生长抑制率换算成氟康唑浓度后，
即每 0.01 μg·mL－ 1 为 1 U。
3.2　类细菌素性质研究

3.2.1　有机酸和过氧化氢排除　当用 NaOH 和过
氧化氢酶处理后，CFS 对白假丝酵母菌的抑制活
性从 260.5 U·mL－ 1 降至 96.0 U·mL－ 1 左右，
但对白假丝酵母菌仍存在一定抑制作用，说明
CFS 中存在具有抑菌活性的类细菌素（见图 2）。
3.2.2　类细菌素热稳定性、酸碱稳定性和蛋白
酶敏感性　将 CFS 加热至 40 ～ 121℃，考察类
细菌素对温度的稳定性。结果见图 3A，在 40 ～ 

100℃，与对照组相比，类细菌素活性并未显著
降低；而在 121℃下，活性显著降低，但活性仍
保留了 90% 左右，因此说明本研究中卷曲乳杆菌
产生的类细菌素具有较高的热稳定性。
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图 1　氟康唑不同浓度对应的生长抑制率标准曲线

Fig 1　Standard curve of growth inhibiting rate corresponding to 
different fluconazole concentrations

　　将 CFS 用 5 mol·L－ 1 NaOH 溶液和 5 mol·L－ 1 
盐酸溶液调至不同 pH 下静置 4 h 后观察酸碱环境
对卷曲乳杆菌类细菌素抑菌活性的影响。结果见图
3B，在 pH 1 ～ 12 内，类细菌素均具有良好的抑菌
活性，各实验组与对照组相比，并无显著性差异。
说明在较为极端的酸碱环境下，卷曲乳杆菌类细菌

素的结构也未被破坏，具有较高的稳定性，导致依
然维持原有的抑菌活性。
　　将 CFS 采用不同的蛋白酶处理后测定抑菌活
性，考察类细菌素对蛋白酶的敏感性。结果见图
3C，除脂肪酶外，木瓜蛋白酶、α- 糜蛋白、胰蛋
白酶、蛋白酶 K、胃蛋白酶和α- 淀粉酶对类细菌
素均具有水解作用。类细菌素经上述酶处理后，
其抑菌活性显著降低了 49% ～ 72%。综上结果推
测，卷曲乳杆菌类细菌素可能是一种具有蛋白质
性质的物质，其经α- 淀粉酶处理后水解失去 30%
左右的活性，说明卷曲乳杆菌类细菌素可能是一
种糖蛋白或糖肽。

图 3　类细菌素的热稳定性（A）、酸碱稳定性（B）和蛋白酶敏感性（C）

Fig 3　Thermalstability（A），acid-base stability（B），and protease sensitivity（C）of bacteriocin-like substance
注：与对照组比较，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the control group，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001.

3.3　类细菌素的分离纯化及表征

3.3.1　分离纯化　采用分级沉淀的方式浓缩抑菌物
质，先用 50% 饱和硫酸铵沉淀出杂质蛋白，再用
80% 饱和硫酸铵进行沉淀，收集沉淀并用磷酸盐缓
冲液复溶，利用辛基 - 琼脂糖凝胶 CL-4B 进一步纯
化，再用 1、0.5 mol·L－ 1 NaCl 溶液和超纯水各 30 
mL 依次进行洗脱，用离心管收集 0.5 mol·L－ 1 梯
度下的洗脱液。CFS 的比活力为 218.6 U·mg－ 1，
经硫酸铵沉淀后，比活力为 145.5 U·mg－ 1，得率

只有 1.19%；经疏水柱层析后比活力上升到 700.7 
U·mg－1，提升了3.2倍，产率为1.74%。结果见表1。

表 1　类细菌素的分离纯化 
Tab 1　Separation and purification of bacteriocin-like substance

纯化方法
体积 /

mL
总蛋白 /

mg
总活力 /

U
CFS 比活力 /
（U·mg － 1）

得率 /
%

CFS 600 239.6 52 380.7 218.6 100

硫酸铵沉淀     6     4.3   626 145.5 1.19

疏水柱层析     5     1.3   911 700.7 1.74

图 2　有机酸和过氧化氢排除实验

Fig 2　Elimination experiments of organic acids and hydrogen peroxide
注：与 CFS 组比较，***P ＜ 0.001。
Note：Compared with the CFS group，***P ＜ 0.001.
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3.3.2　显色反应和紫外光谱、红外光谱表征　利
用苯酚 - 硫酸法和双缩脲反应对类细菌素进行显
色，同时排除了溶剂（磷酸盐缓冲液）的干扰后，
发现类细菌素双缩脲反应显色为紫色（见图 4A），
苯酚 - 硫酸法显色为橙红色（见图 4B），说明类
细菌素可能是糖肽或糖蛋白。
　　类细菌素溶液的紫外吸收光谱（见图 4C）在
280 nm 处有一吸收峰，通常含色氨酸、酪氨酸和
苯丙氨酸等芳香氨基酸的蛋白质会在 280 nm 附
近有较大吸收，说明抑菌物质可能是含有少量芳
香族氨基酸的蛋白质或多肽。此外，在 220 nm
左右，有很强的吸收，可能是抑菌物质中含有
氨基酸导致的，因为有研究表明 17 种氨基酸在
200 ～ 220 nm 均会有吸收峰 [7]。
　　类细菌素在 500 ～ 4000 cm－ 1 内的红外吸收
光谱如图 4D 所示，在 3442 cm－ 1 出现较强吸收，

刚好落在仲酰胺的主要特征峰（酰胺Ⅱ带，νN-H 伸
缩振动及δN-H 弯曲振动）3460 ～ 3420 cm－ 1 内，且
吸收峰较宽，说明是 N-H 键和 O-H 键的伸缩振动
叠加，分子间或分子内存在氢键，这也是多糖和
蛋白质的特征吸收峰 [8]。2965 cm－ 1 和 2931 cm－ 1

是糖类和蛋白质的烷基上 C-H 键的伸缩振动 [9]。
1644 cm－ 1 是酰胺羰基 C ＝ O 伸缩振动的吸收峰，
也是酰胺的主要特征峰（酰胺Ⅰ带），1544 cm－ 1

为 N-H 的弯曲振动 [10]，1401 cm－ 1 和 1452 cm－ 1

是 C-H 键的弯曲振动，为蛋白分子肽键上的特征
吸收峰，1315 cm－ 1 是酰胺 C-N 的吸收峰，是酰胺
的第三个主要特征峰（酰胺Ⅲ带），吸收较弱。而
指纹区 1187 cm－ 1 和 1117 cm－ 1 的吸收峰是多糖分
子中 C-O-C 伸缩振动吸收峰 [11]。从红外光谱图可
以得出，抑菌物质为糖蛋白或糖肽，与蛋白酶敏
感性实验结果和显色结果是一致的。

图 4　类细菌素的硫酸 - 苯酚显色反应（A）、双缩脲反应（B）以及紫外吸收光谱（C）和红外吸收光谱图（D）

Fig 4　Sulfuric acid-phenol color reaction（A），biuret reaction（B）and ultraviolet absorption spectra（C）and infrared absorption spectra（D）of 
bacteriocin-like substance

3.3.3　高效液相色谱检测结果　结果如图 5 所示，
流动相 A 液和流动相 B 液的峰形和出峰的保留时
间有三组是一致的，分别在 5.94、7.81、8.00 min
左右；与流动相 A 液的谱图相比，流动相 B 液多
出了3.35 min 处的一个峰，判断为溶剂乙腈的峰；
与上述三组图谱相比，样品出现了两组新的峰，
一组的保留时间约为 7.38 min，另外一组为 7.68 
min，且峰面积占比分别为 20.41% 和 75.01%，因
此判断这是抑菌物质的峰，同时也可以看出样品
是一个混合物，含有两种成分。
3.3.4　SDS-PAGE 测定分子量　类细菌素的分子
量经 SDS-PAGE 测定，结果如图 6 所示，条带主
要集中在 55 kD 左右，而 HPLC 结果显示，可能
是个混合物，说明虽然只有一个条带，但是可能
是分子量接近的两种物质。
4　讨论

　　通过有机酸和过氧化氢排除实验发现，CFS
中含有大量的有机酸，而乳酸、乙酸等有机酸会

使得 CFS 的 pH 较低，从而抑制白假丝酵母菌的
生长。而加入过氧化氢酶的 CFS，其抑菌效果与
中和的 CFS 的抑制率并无显著性差异，说明分泌
的过氧化氢较少。通过排除有机酸和过氧化氢的
干扰，CFS 仍对白假丝酵母菌有抑制作用，说明
存在具有抑菌活性的类细菌素。
　　对 CFS 中的类细菌素进行热稳定性、酸碱稳
定性和蛋白酶敏感性实验，结果表明卷曲乳杆菌类
细菌素可能是一种具有蛋白质性质的物质，同时其
经α- 淀粉酶处理后水解失去 30% 左右的活性，说
明卷曲乳杆菌类细菌素可能是一种糖蛋白或糖肽。
CFS 中的类细菌素与 Wang 等 [6] 分离出的 L. crispatus
植物乳杆菌产生的 Plantaricin ZJ5[12] 和 Plantaricin 
SLG1[13] 类似，具有良好的热稳定性。Wayah 等 [14]

分离出的新型细菌素 Salivaricin mmaye1在 pH 2～10
内仍具有抑菌活性，说明类细菌素具有良好的酸碱
稳定性。此外，在蛋白酶敏感性方面，Kim 等 [15] 将
卷曲乳杆菌 ATCC 33820 培养后的上清液、Pei 等 [16]
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提取出的新型细菌素 SLG10 和 Saraniya 等 [17] 分离出
的细菌素用蛋白酶处理后，检测后发现抑菌活性均
有一定程度的降低。
　　本研究采用硫酸铵沉淀、疏水柱层析及透析
等方法分离纯化类细菌素。研究中先用 50% 饱和
浓度的硫酸铵沉淀出大部分杂质蛋白，离心后取
上清液继续增加硫酸铵饱和浓度至 80%，离心后
得到含有类细菌素的沉淀，复溶后进行下一步纯
化。实验发现，离子交换柱后液的抑菌活性以及

紫外吸收光谱与同比稀释的 CFS 相比，无显著性
变化，表明分离效果不如疏水柱层析，因此选择
了疏水柱层析。
　　硫酸 - 苯酚法是一种常用的、简单可靠、迅
速灵敏的测定多糖含量的方法 [18-20]。本研究采用
硫酸 - 苯酚法进行显色，结果表明样品溶液呈现
橙红色，说明抑菌物质中含有糖基成分。样品溶
液在双缩脲反应中呈现紫色，说明抑菌物质是蛋
白类物质，这与蛋白酶敏感性实验、紫外光谱和
红外光谱结果具有一致性。
　　本研究中采用 SDS-PAGE 凝胶电泳初步确定
样品的分子量，条带主要集中在 55 kD 左右，而
HPLC 结果显示，在7.38 min 和7.68 min 出现了峰，
说明凝胶上虽然只有一个条带，但是可能是分子
量接近的两种物质。研究表明，部分乳酸菌可以
产生至少一种以上的具有抑菌活性的肽，且分子
量很接近 [21-23]。
　　VVC 具有高发病率、高复发性等特点，常用
氟康唑、克霉唑等抗真菌药物进行治疗，但女性
阴道是一个动态平衡的微生态系统，定植了占主
导地位的乳酸杆菌和机会致病菌，抗真菌药物在
杀死致病菌的同时也影响了乳酸杆菌的正常生长，
未从根本上恢复阴道微生态平衡，从而增加阴道
的易感性，导致 VVC 频繁复发。卷曲乳杆菌是一
种阴道内源菌，可以分泌具有抑菌活性的代谢产
物抵御致病菌的生长和定植。这种代谢产物理论
上可作为重建微生态平衡，减少耐药性产生和降
低 VVC 复发率的潜力药物。因此对其进行初步分

图 5　流动相 A 液（A）、流动相 B 液（B）和样品（C）的 HPLC 谱图

Fig 5　HPLC chromatogram of solution A（A），solution B（B）and 
sample（C）

图 6　SDS-PAGE 凝胶电泳测分子量

Fig 6　Molecular weight measurement by SDS-PAGE gel electrophoresis
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离纯化和性质鉴定，可为后续研究奠定基础。
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一种禽类动物关节微透析固定装置的设计和应用研究

任志鑫，李耀磊，杨婷，林志健，王雨，张冰*（北京中医药大学中药学院，北京　102488）

摘要：目的　设计禽类动物关节微透析固定装置，并进行痛风性关节炎鹌鹑模型的微透析采样

应用和验证。方法　通过对禽类动物生理习性的掌握，创建禽类动物关节微透析固定装置，并

通过对实验动物关节液中的尿酸代谢相关指标进行测定和验证。固定鹌鹑使其处于屈膝状态暴

露膝关节，将探针埋置关节腔中，探针进口连接推进器，出口插入收集器中，控制透析泵流速

为 1 μL·min－ 1，采用 HPLC 检测方法对透析液中尿酸浓度进行定量分析。结果　成功建立固

定鹌鹑并暴露膝关节部位的装置结构，可顺利进行微透析采样并检测到稳定的尿酸含量。与 0 
d 相比较，鹌鹑模型 10 d、30 d 膝关节液尿酸水平均具有显著差异（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。结
论　禽类动物关节微透析固定装置结构简单、距离调节灵活、适用性强，应用于鹌鹑痛风性关

节炎模型时可行性强，可为痛风性关节炎的深入研究奠定基础。

关键词：微透析；关节固定装置；鹌鹑；痛风性关节炎；尿酸

中图分类号：R96　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1751-05
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Design and application of a microdialysis fixation device in  
the joints of poultry

REN Zhi-xin, LI Yao-lei, YANG Ting, LIN Zhi-jian, WANG Yu, ZHANG Bing* (School of Chinese 
Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To design the microdialysis fixation device for the joints of poultry, and apply 
and verify the microdialysis sampling in the quail model of gouty arthritis. Methods  By studying 
the physiological habits of poultry, we designed a microdialysis fixation device for the joints of 
poultry, measured and verified the related indexes of uric acid metabolism in the joint fluid of quails. 
The quails were bent to expose the knee joints, and the probe was embedded in the joint cavity. The 
inlet of the probe was connected with the propeller and the outlet was inserted into the collector. The 
flow rate of the dialysis pump was controlled set at 1 μL·min － 1. The concentration of uric acid in 
dialysate was quantitatively analyzed by HPLC. Results  The device was successfully established to 
fix the quail and expose the knee joint, so that microdialysis sampling was conducted and content of 
uric acid determined smoothly. The changes of the uric acid in the knee cavity of the quail model of 
gouty arthritis were observed dynamically. Compared with d0, the level of uric acid in the knee fluid 
at d10 and d30 was significantly different (P ＜ 0.01, P ＜ 0.001). Conclusion  The microdialysis 
fixation device for poultry joints has simple structure, flexible adjustment and good applicability, 
laying a foundation for further study of gouty arthritis. 
Key words: microdialysis; joint fixation device; quail; gouty arthritis; uric acid
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　　微透析是一种微创、微量的体内取样技术，用
于研究组织中物质的代谢、分布、药理药效。该技
术可在不干扰正常实验的前提下进行长时间操作，

体内物质通过被透析膜中的透析液连续不断的灌流
冲洗带出，具有连续监测的优势，被广泛应用于大
脑 [1-2]、血液、皮肤、关节等部位的研究，涉及生
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物学、神经学、土壤元素含量测定 [3] 等研究领域，
在药学领域研究较为深入。利用微透析技术可以直
接检测到血液或组织中的游离药物浓度，操作简单
且可实时观察，是研究药代动力学的有效工具。Le 
Prieult 等 [4] 采用微透析技术测量清醒和自由活动小
鼠体内非靶向结合单抗曲妥珠单抗的间质脑液浓
度。Deng 等 [5] 针对关节炎大鼠的关节腔建立了微
透析系统，联合 UHPLC-MS/MS 法测定透析液中
的药物与前列腺素 E2 浓度。微透析技术在皮炎、
银屑病等皮肤疾病 [6] 研究也较为广泛，用来评估
健康和发炎皮肤的生物过程，更好地理解某些药物
在炎症皮肤中的作用机制。
　　研究结果显示，痛风的患病率为 1.1%[7]，严
重威胁人类健康。痛风性关节炎的判定方法以检
测到关节液中存在尿酸钠结晶为标准，20 世纪 90
年代 Tsudzuki[9] 提出鹌鹑可作为一种新型实验动
物用于医学及生物学实验研究，由于其与人类尿
酸代谢途径相似，贴近临床痛风性关节炎病理生
理的发生发展，常作为痛风病动物模型。目前，
鹌鹑的相关实验技术研究较少，且往往要求处死
动物，终止实验来获取关节液，导致关节液难以
获取、不易操作，且消耗大量实验动物。
　　禽类动物在关节微透析过程中保持稳定是获
取关节液的重要基础。为实现禽类动物的固定，
本研究自行设计制作一种禽类动物关节固定装
置，可在禽类动物保持清醒、暴露膝关节的同时，
稳定收集关节透析液样品。为了验证该装置的有
效性、稳定性和可行性，本研究进行了痛风性关
节炎鹌鹑模型的膝关节微透析实验。结果表明，
自行设计的关节微透析固定装置可以实现鹌鹑保
持清醒、稳定固定并暴露膝关节，膝关节液采样
稳定，已申请并授权获批国家专利——实用新型
专利（ZL202121182858.6），现报道如下。
1　材料

1.1　试药

　　 尿 酸 对 照 品（上 海 源 叶， 批 号：B25666，
HPLC ≥ 98%）；乙酸（Fisher，色谱纯）；甲醇
（Fisher，色谱纯）；生理盐水、去离子水（Millipore，
密理博公司，USA）用前超声至无气泡。
1.2　仪器

　　① 关节固定装置的制作：亚克力板（PMMA 材
质，3 mm 厚，曲阜紫川广告有限公司）、医用胶带
（批号：20210801，1.25 cm×910 cm，青岛朵然生物
科技有限公司）、纱布（批号：20210601，84 cm× 

1000 cm，山东鼎特医疗科技有限公司）、绳子等。

　　② 鹌鹑痛风性关节炎的建立：普通饲料（北京
市德岭鹌鹑厂）；酵母浸膏粉（批号：4269054-02，
英国 OXOID 公司）；牛骨粉（批号：20210105，衡水
爱宠商贸有限公司）；D- 果糖（批号：0347C346，美
国 AMRESCO 公司）。
　　③ 鹌鹑微透析探针关节处埋置：CMA20 探
针（PAES 微透析膜，透析膜长度 4 mm，轴长度
20 mm，相对分子质量截留 20 000，北京铭泰佳
信科技有限公司）；推进器：2.5 mL 玻璃注射器 
（Hamilton）；透析泵：Pump 11Elite 型微量注射
泵 （HARVARD APPARTUS）。
　　④ 高效液相色谱仪：Waters HPLC e2695；色
谱柱：Waters symmetry shield RP C18 柱（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）。
1.3　实验动物

　　25 日龄迪法克鹌鹑，8 只，雄性，体质量
（110±10）g（北京种禽公司德岭鹌鹑厂，动物检
疫合格证明编号：No.1101017016）。所有鹌鹑被
安置在温度为 20 ～ 25℃，相对湿度为 40% ～ 

60% 的笼子里。
2　方法

2.1　关节微透析固定装置的制作

　　目前市场上用于禽类动物的实验固定器比较
匮乏，根据禽类动物的生理特性，自主设计制作
禽类动物关节固定装置（见图 1）。取适合大小的
亚克力板作为底板，在两侧设置 5 个长孔，主体
1 设置为立体三角状，并设有半圆小孔，两侧固
定板开设长孔，安装塑料螺纽固定于底板。主体
2 设置为立体“凸”字形，“凸”字形顶端切割两个
左大右小的长方形孔，斜板与“凸”字形装置相
连，且与地面角度为 60°，分别在“凸”字形顶
端的长方形孔下钻有两对小孔，两侧及后侧固定
板开设长孔，安装塑料螺纽固定于底板。
2.2　动物造模和微透析探针埋置

　　根据实验室前期建模基础，建立高嘌呤高钙
食饵联合果糖水限水诱导的痛风性关节炎鹌鹑模
型，分别于实验 0、10、30 d 时禁食不禁水 12 h，
颈静脉取血，3500 r·min－ 1 离心，分离血清，取
上清液备用。
　　分别于实验 0、10、30 d 随机选取 6 只鹌鹑
进行关节透析操作，实验前将鹌鹑用纱布把身体
与翅膀包裹在一起，仰卧，将固定装置的主体 1
嵌套在鹌鹑的颈部达到固定鹌鹑的颈部的效果，
将鹌鹑双腿从主体 2 穿过，用绳索固定在斜板上，
使膝关节屈膝并暴露，剔除膝关节部位的羽毛，
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镊子夹取碘伏棉球将膝关节处擦拭消毒。在 60 
mL 注射器的针头内放置撕裂管，管口与针头出
口相平，针头从鹌鹑胫骨最高点与髌骨下缘连线
之中点的髌韧带两侧凹陷处斜向下 30°刺入 [10]，
感觉到明显的落空感，且无血溢出即可，将针头
缓慢拔出，CMA20 探针顺着撕裂管慢慢推进至
关节腔，将撕裂管向外拉，使探针的透析膜充分
暴露在关节腔内，用医用胶带将探针固定即可。
2.3　鹌鹑透析液尿酸代谢相关指标的测定

　　分别于实验 0、10、30 d，将关节已植入微
透析探针的鹌鹑放置平整，连接进出管路，打开
透析泵，以 1 μL·min － 1 流速缓慢泵入生理盐水，
平衡 20 min。开始正式收集样品后，每 60 min 收
集一管样品，更换一次收集管，共收集 120 min，
4℃保存。样品采集完成后的透析液不需经过任
何前处理，可直接注入高效液相色谱仪中进行测
定。尿酸对照品溶液的配制：称取 112.3 mg 尿酸
对照品溶于 0.02 mol·L － 1 NaOH 溶液（称取 0.2 
g NaOH 定容至 250 mL）定容至 100 mL，4℃保
存。临用前，用生理盐水稀释成 56.15 μg·mL－ 1

尿酸对照品溶液，0.45 μm 滤膜过滤。
　　高效液相色谱条件：流动相为甲醇 -0.5% 乙
酸（10∶90），等度洗脱；流速 0.6 mL·min － 1；
30℃柱温；检测波长 288 nm；进样量：对照品溶
液 5 μL，样品溶液 20 μL，外标法计算膝关节液
尿酸含量。
2.4　鹌鹑血清尿酸水测定

　　对实验 0、10、30 d 的鹌鹑进行颈静脉取血，
所得样本室温放置至析出血清后 3500 r·min－ 1 离
心 10 min，分离血清，取血清检测血清尿酸水平。

2.5　统计方法

　　实验数据用 GraphPad Prism 8.0 统计学软件进
行统计分析，各组数据以平均数±标准差（x±s）
表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间数
据比较根据各组正态及方差齐与否采用单因素方差
分析，以 P ＜ 0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果

3.1　鹌鹑关节微透析采样系统的成功搭建

　　本实验使用自主设计制作的禽类动物关节微
透析固定装置，可根据鹌鹑的体形大小任意调节
装置距离，且该装置主体 1、2 可独立拆分，满
足实验对鹌鹑不同部位研究的需求（见图 2）。
　　禽类动物关节微透析采样实验时，动物无需
麻醉，主体 1、2 分别对鹌鹑的头、腿进行固定，
主体 1、2 的容纳腔因空间有限，减少鹌鹑的动
作幅度，且防止实验人员误伤到鹌鹑，起到保护
作用。探针成功插入鹌鹑膝关节腔内，无血溢出，
蓝色管路末端通过管路接头与透析泵上推进器
（见图 2A）相连，白色管路末端插入样品收集管
（见图 2B），每 60 min 更换一次样品收集管，共
收集 120 min，取得鹌鹑膝关节透析液。实验过
程中动物呼吸均匀顺畅，头部可自由活动，取样
结束后鹌鹑可以立即进食、饮水。装置使用稳定，
安全性高，取样简便顺利。

图 2　鹌鹑关节微透析固定装置及探针埋置

Fig 2　Quail joint microdialysis fixation device and probe embedding
A. 透析泵（dialysis pump）；B. 样品收集管（sample collection tube）；

C. 关节微透析固定装置（microdialysis fixation device for the joint）

3.2　关节在体微透析测定鹌鹑膝关节透析液的尿

酸水平

　　测得透析液中尿酸结果见表 1。结果显示，与
0 d 相比，在 10、30 d 膝关节液中尿酸水平均显著
升高（P ＜ 0.01，P ＜ 0.001）。提示随着造模时间
的延长，膝关节中尿酸的浓度逐渐升高。
3.3　鹌鹑血清尿酸水平变化

　　结果显示，与实验 0 d 相比，实验 30 d，鹌
鹑血清尿酸水平显著升高（P ＜ 0.001），见表 2。

图 1　禽类动物关节固定装置示意图

Fig 1　Scheme of joint fixation device for poultry
1. 塑料螺纽（plastic screw button）；2. 长孔（long-hole）；3. 主体 1
（subject 1）；4. 半圆小孔（semicircle hole）；5. 右长方形孔（right 
rectangular hole）；6. 塑料螺纽（plastic screw button）；7. 底板（base-
plate）；8. 主体 2（subject 2）；9. 左长方形孔（left rectangular hole）；

10. 小孔（small-hole）；11. 斜板（inclined plate）
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表 1　鹌鹑膝关节透析液尿酸水平变化 
Tab 1　Uric acid level in knee dialysate of quails

取样时间 膝关节透析液尿酸 /（μg·mL － 1） 相对标准偏差 /%
0 d（n ＝ 6） 26.89±7.16 26.6
10 d（n ＝ 6） 48.17±9.82** 20.4
30 d（n ＝ 5） 77.26±7.95*** 10.3

注：① 与 0 d 相比，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；② 由于造模导

致鹌鹑瘦弱情况，30 d 死亡 1 例。

Note：① Compared with 0 d，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001；② 
There was one death on the 30th day due to the emaciation of quail 
caused by modeling.

表 2　鹌鹑血清尿酸水平变化 
Tab 2　Serum uric acid level in quail

取样时间 血清尿酸水平 /（μmol·L － 1） 相对标准偏差 /%
0 d（n ＝ 8） 263.26±66.15 25.1
10 d（n ＝ 8） 449.20±192.59* 42.9
30 d（n ＝ 7） 854.78±336.64*** 39.4

注：① 与 0 d 相比，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001；② 由于造模导

致鹌鹑瘦弱情况，30 d 死亡 1 例。

Note：① Compared with 0 d，*P ＜ 0.05，***P ＜ 0.001；② There 
was one death on the 30th day due to the emaciation of quail caused by 
modeling.

4　讨论

　　痛风性关节炎病理机制的核心环节是血液和
关节液中尿酸钠结晶浓度过高，当血尿酸浓度超
过 420 μmol·L－ 1 时，血液中尿酸趋于饱和状态，
极易形成尿酸盐结晶沉积于关节腔及其周围结缔
组织而引起痛风性关节炎发作。在临床上，部分
痛风患者血清尿酸控制在 360 μmol·L－ 1 以下时，
也会存在痛风性关节炎急性发作 [11]。血清尿酸与
关节液尿酸之间的关系具有重要意义。2014 年
Wangkaew 等 [12] 发现痛风患者血清尿酸和关节液
尿酸比值相较其他类型关节炎显著不同。2018 年
Vaidya 等 [13] 提出在无法使用偏振光显微镜时，采
用滑液与血清尿酸比值可以作为痛风的辅助手段。
这些研究均显示血清尿酸与关节液尿酸存在差异，
而实现关节液尿酸稳定可靠的监测是本装置的制
作目标。
4.1　鹌鹑关节微透析采样装置的优势

　　目前市面上用于禽类动物的实验固定器比较
匮乏，无法实现禽类动物稳定、长期的固定，也
无法实现屈膝状态，导致关节部位的实验难以进
行。而禽类因其体内缺乏尿酸酶，与人类尿酸代
谢相似，是制备痛风性关节炎模型的理想型动
物 [14-16]。由于麻醉剂量研究尚不明确，一般选择
固定装置将实验动物固定进行操作。本研究自主
设计的微透析固定装置符合禽类动物生理特性，
适用范围是禽类动物，常用的如鹌鹑、鸡、雏鹅

等。本研究对鹌鹑进行了膝关节部位的微透析操
作，鹌鹑在透析实验过程中固定其颈部和翅身，
避免其挣扎，并使其腿部保持屈膝状态，在清醒
状态下可顺利采样 120 min，体现微透析“活体”
优势，且该装置结构简单、方便操作、实用性较
强。本实验设计的固定装置主体 1 边长 10 cm、
厚 8 cm，其中主体 1 上的半圆小孔直径 2 cm、下
端口 1.5 cm，主体 2 长 10 cm、宽 4 cm、高 5 cm，
斜板长 10 cm、宽 12 cm，适用于体质量 110 ～ 

200 g 的鹌鹑。如开展肉鸡、雏鹅等动物实验，可
将各长度等比例更换为更大尺寸。
4.2　鹌鹑血清尿酸与关节透析液尿酸水平变化的

分析

　　尿酸是痛风性关节炎最重要的危险因素，血
清尿酸的高低不能证实或排除痛风，部分高尿酸
血症患者不会发展为痛风，而在痛风性关节炎急
性发作时，血清尿酸又趋于正常水平。HPLC 对
于透析液中尿酸的测定具有简单、可靠、精密
度高的优势 [17]。采集到的透析液可以直接用于
HPLC 检测，省略了复杂的前处理过程，提高了
实验的准确性，极大地缩短了实验操作时间。本
实验中动态监测 0、10、30 d 痛风性关节炎鹌鹑
模型的血清尿酸、膝关节液透析液尿酸水平变化，
发现随着造模时间的延长，血清及关节液中尿酸
均显著升高。提示血液与关节液中尿酸浓度趋势
相同，且关节液中尿酸值较血液中偏低，早期有
研究发现在无症状高尿酸血症患者以及痛风性关
节炎患者发作前后均能检测到关节液中尿酸钠结
晶的存在 [18-19]，提示可能是关节液尿酸浓度偏低
于血清尿酸浓度的原因。
4.3　微透析采样技术的应用方向

　　微透析具有活体连续采样、动态实时监测的
独到优势，拥有广阔的应用和发展前景。
　　随着技术逐渐成熟，多位点的微透析被广泛
使用 [20]，获得丰富的药代动力学及组织分布信
息，定向筛选药物治疗疾病的靶向器官，确定靶
器官标志物。Xia 等 [21] 通过对血液和关节双位
点微透析发现立方液晶前体能有效减少盐酸青藤
碱从大鼠关节腔向血液循环的渗漏，延长盐酸青
藤碱在关节腔内的滞留和释放时间。利用微透析
技术取样，结合 HPLC 法或液质联用等技术，针
对特定的疾病靶点对中药活性成分进行高通量筛
选，推断中药小分子与生物体内靶分子间特异性
结合程度，同时可以对与靶分子结合的中药成分
进行结构表征。PK/PD 模型的建立可以将药物在
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机体的药代动力学过程与其对机体的效应关联起
来，全面系统地阐释药物的作用机制、药理作用
研究及预测药物剂量依赖性的作用时间过程 [22]，
建立关节部位的 PK/PD 模型，观察药物效应随着
时间和质量浓度变化的过程，从血药浓度 - 时间
曲线和药理效应 - 时间曲线来预测药物在体内的
过程和药效特性，推动药效物质基础和作用机制
的深入研究，为疾病治疗和新药研发提供依据。
5　结论

　　本文自行设计制作禽类动物关节微透析固定
装置，构建鹌鹑膝关节透析采样系统，首次应用
于鹌鹑痛风性关节炎模型，动态观察鹌鹑痛风性
关节炎膝关节腔尿酸水平变化，为痛风性关节炎
的药物防治奠定基础。
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基于 UPLC-Q-TOF-MS“建昌帮”蜜糠炒苍术 
炮制前后化学成分分析

朱文婷1，2，陆美霞1，丁燕1，施林峰1，柯杏1，叶喜德1*，徐倩3*（1. 江西中医药大学，南昌　330004；2. 

江西中医大学附属医院，南昌　330006；3. 南昌市洪都中医院，南昌　330008）

摘要：目的　运用 UPLC-Q-TOF-MS 法研究建昌帮蜜糠炒苍术炮制前后主成分变化差异。方法
　采用 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（2.2 mm×100 mm，1.7 μm），流动相为 0.1% 甲酸水溶
液（A）- 乙腈（B），梯度洗脱。在负离子模式下检测，电子喷雾离子源（ESI），扫描范围 m/z 
100 ～ 1250，结合数据库及相关文献资源，运用 Peak View 1.2 软件对苍术生品和蜜糠炒制品进行
化学成分分析。结果　从苍术炮制前后共鉴定出 54 种化学成分，其中有机酸类 27 个，萜类 9 个，
糖苷类 5 个，聚乙炔类 4 个，黄酮类 1 个，其他类化合物 8 个。苍术生品中鉴定出 27 个独有成分，
而蜜糠制品中只鉴定出 4 个独有成分。结论　该方法可以系统、准确地鉴定苍术中含有的成分。
苍术经炮制后化学种类变化不大，主要含有萜类、有机酸类及聚乙炔类化合物。
关键词：苍术；蜜糠；UPLC-Q-TOF-MS；化学成分
中图分类号：R283，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1756-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.011

Chemical components of fried Atractylodes Rhizoma with honey bran 
based on UPLC-Q-TOF-MS before and after the processing

ZHU Wen-ting1, 2, LU Mei-xia1, DING Yan1, SHI Lin-feng1, KE Xing1, YE Xi-de1*, XU Qian3* (1. 
Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang  330004; 2. The Grand Affiliated 
Hospital of Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang  330006; 3. Nanchang 
Hongdu Hospital of Traditional Chinese Medicine, Nanchang  330008)

Abstract: Objective  To determine the difference of principal component changes before and after 
the processing of “Jianchangbang” honey bran fried Atractylodes Rhizoma by UPLC-Q-TOF-MS 
method. Methods  ACQUITY UPLC BEH C18 column (2.2 mm×100 mm, 1.7 μm) was used. The 
mobile phase was 0.1% formic acid aqueous solution (A)-acetonitrile (B) with gradient elution. 
Detection was in the negative ion mode, with electronic spray ion source (ESI), scanning range of m/z 
100 ～ 1250, combined with the database and related literature resources, Peak View 1.2 software 
was used to compare the chemical components of raw Atractylodes Rhizoma and fried honey bran 
products. Results  Totally 54 chemical components were identified from Atractylodes Rhizoma before 
and after the processing, including 27 organic acid, 9 terpenoids, 5 glycosides, 4 polyacetylenes, 1 
flavonoid, and 8 other compounds. Totally 27 unique components were identified in raw Atractylodes 
Rhizoma, 4 unique components were identified in the honey bran products. Conclusion  The method 
established can systematically and accurately identify the components in Atractylodes Rhizoma. 
After the processing, the chemical types of Atractylodes Rhizoma barely change, mainly containing 
terpenoids, organic acids, and polyacetylene compounds. 
Key words: Atractylodes Rhizoma; honey bran; UPLC-Q-TOF-MS; chemical composition
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　　苍术 Atractylodes chinensis（DC.）Koidz. 为
菊科植物苍术的根茎，主产于河北、山西等地，
其性温，味辛、苦，主入脾胃、肝经，有健脾燥
湿、祛风散寒之功，常用于治疗水肿、泄泻、脘
腹胀满、湿浊中焦、风寒感冒等症 [1]。苍术主含
挥发油，是苍术的有效活性成分，也是燥性的物
质基础，大剂量使用苍术生品会抑制中枢神经，
导致呼吸麻痹 [2-3]。为此，临床常采用适当的炮
制方法，以缓和苍术药性，减少其辛燥之性和刺
激性 [4-5]。目前文献对苍术炮制方法多有记载，但
方法各异，如米泔制法，米泔浸后麸炒，醋煮，
土炒，还有炒炭法、蒸法、茱萸制、糠炒苍术法
等 [6]。目前较为常用的炮制品种有麸炒苍术、米
泔水制苍术、焦苍术、土苍术以及蒸苍术，2020
年版《中国药典》记载有净制切制法和麸炒法 [7]。
　　江西“建昌帮”为我国南方的一个古药帮，
其传统炮制风格是“工具辅料土特，工艺取法烹
饪，讲究形色气味，毒性低疗效高”[8]。蜜糠炒
苍术为“建昌帮”的特色炮制饮片，与传统的麸
炒苍术、制苍术相比，具有独特的优势。蜜糠与
生药片拌炒，使生药品均匀受热、添香矫味赋色、
缓和药性、增强健脾燥湿功效 [9]。目前对于地方
特色炮制方法的研究较少，尤其是蜜糠炒苍术的
炮制方法尚未见研究报道。超高效液相色谱 - 四
极杆串联飞行时间串联质谱（UPLC-Q-TOF-MS）
拥有高分离效率、高灵敏度、强分析能力等优点，
在中药化学成分定性分析及质量控制方面广泛运
用 [10]。基于此，本研究采用 UPLC-Q-TOF-MS
技术对蜜糠炒苍术炮制前后主要成分进行定性分
析，为苍术炮制作用机制研究奠定基础。
1　材料

1.1　仪器

　　TripleTOF 5600+型 高 分 辨 质 谱（美 国 AB 
SCIEX 公司），Nexera X2 LC-30A 型超高效液相
色谱仪（日本岛津公司），FA 1004 N 型电子天平
（0.01 mg，上海精密科学仪器有限公司），YF-
1118 型高速中药粉碎机（瑞安市永历制药机械有
限公司），TGL-16 B 型高速离心机（上海安亭科
学仪器），GB 6003.1-1997 型三号筛（上海新正机
械仪器制造有限公司），KQ-500E 型超声仪器（昆
山市超声仪器有限公司）。
1.2　试药

　　纯净水（屈臣氏集团有限公司），甲醇、乙
腈均为色谱纯（西陇科学股份有限公司），其他
试剂均为分析纯。苍术生品购于安徽亳州药材市

场，产地为中国河北，经江西中医药大学刘应蛟
副教授鉴定为菊科植物苍术 Atractylodes chinensis
（DC.）Koidz. 的干燥根茎。
2　方法与结果

2.1　试药的制备

2.1.1　蜜糠的制备　将定量炼蜜和沸水倒入容器
内，搅拌溶化，即得蜜水溶液；用文火将净糠炒
热后淋入蜜水溶液，迅速拌匀，不断翻炒，炼至
糠表皮光亮、色泽稍微加深、微黏手为度，取出
摊凉即为蜜炼糠。辅料用量每 100 kg 净糠，用炼
蜜 20 kg，用沸水 4 kg。
2.1.2　蜜糠炒苍术　按照《建昌帮中药传统炮制
法》[11]，用武火将锅底烧至微红，倒入蜜糠迅速
翻炒至冒青烟时，将蜜糠铺平锅底，并向周围
铺开；立刻倒入干燥生药片（药材和蜜糠比例为
2∶1），用周围的蜜糠覆盖药材，10 ～ 30 s 后，
快速翻炒，至药材表面微黄或黄色时，迅速出
锅，筛去蜜糠，晾凉，备用。
2.1.3　供试品的制备　精密称取苍术生品及蜜糠
制品粉末（过三号筛）0.5 g，分别各称取 6 份置
于 50 mL 具塞锥形瓶中，做好标记，再加入 90%
甲醇 25 mL，摇匀后进行密塞，称定重量，并记
录。将样品超声提取 45 min，取出，静置冷却，
称定超声后重量并用 90% 甲醇补足失重，摇匀。
在高速离心机上 12 000 r·min － 1 离心 5 min，取
上清液过 0.22 μm 微孔滤膜，待测。
2.2　检测条件

2.2.1　 色 谱 条 件　 采 用 ACQUITY UPLC BEH 
C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）色谱柱分离，流
动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）- 乙腈（B），梯
度 洗 脱（0 ～ 0.01 min，10%B；0.01 ～ 12 min，
10% ～ 25%B；12 ～ 18 min，25% ～ 55%B；
18 ～ 30 min，55% ～ 70%B；30 ～ 35 min，
70% ～ 95%B；35 ～ 37 min，95%B；37 ～ 37.1 
min，95% ～ 10%B）；流速 0.3 mL·min － 1，进
样量 5 μL；柱温 40℃。
2.2.2　质谱条件　采用电喷雾离子源（ESI），在负
离子模式下采集数据，质量扫描范围：50 ～ 1250 
m/z。离子源参数：去簇电压 100 ～ 1000 V；喷雾
电压 5.54 ～ 5 kV；碰撞能量 10 ～ 10 eV；气帘气
压力 40 kPa；离子源温度 500℃；雾化气和辅助气
压力均为 50 kPa；采集时间为 40 min。
2.3　化学成分鉴定

　　通过查阅 CNKI、Sci Finder、PubChem、Chem 
Spider 等数据库资源，建立苍术化学成分质谱信息
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表。取供试品按“2.2”项下条件检测，得总离子流
图（见图 1）。结果显示，苍术蜜糠炒制前后色谱
图差异明显。运用 Peak View 1.2 软件筛查，将所
建数据库中目标化合物分子式导入系统中，选择
误差在±5 ppm（1 ppm ＝ 1×10－ 6）以内的化合
物，并对其二级碎片离子进行匹配，结合分子裂
变轨迹、碎片峰、保留时间等信息对苍术生品和
蜜糠炒制品等化合物进行分析，共鉴定出 54 个成
分，见表 1[12-17]。

图 1　负离子模式下的总离子流图

Fig 1　Total ion chromatograms of negative ion modes
A. 苍术生品（raw Atractylodes Rhizoma）；B. 蜜糠炒制品（honey 
bran fried products）

2.4　化学成分解析

2.4.1　萜类　萜类为苍术的主要成分，包括倍半
萜及单萜类。由于倍半萜分子裂解缺乏特征性基
团，裂解更具随机性，本研究以化合物 40 为例
分析其裂解方式。在 ESI－模式下出现准分子离
子峰 m/z 249.1483 [M-H]－，初步推出其分子式为
C15H20O3。其碎片峰主要有 229.8292 [M-H-H2O]－，
201.1736 [M-H-H2O-CO]－，187.3862 [M-H-
H2O-C3H6]

－，173.9027 [M-H-H2O-C3H6-CH2]
－，

161.7324 [M-H-H2O-C5H8]
－，103.9433 [M-H-H2O-

C5H8-CO2]
－，89.8341 [M-H-H2O-C5H8-CO2]

－， 根
据离子峰特征、二级碎片、裂变轨迹，结合对照
品信息，并与文献比对 [17]，确认该化合物为白术
内酯Ⅲ。具体裂解方式见图 2。
2.4.2　有机酸类　在苍术生品和蜜糠炒制品中共

鉴定出 27 个有机酸类成分。根据结构类型分为两
类：一类是具长碳链并且一端连接羧基的脂肪酸，
但易丢失小分子片段如 H2O 或者 CO2。另一类是
含一分子或两分子咖啡酰氧基的奎宁酸类成分。
经高能量轰击，使得酰氧键断裂，故易失去咖啡
酰氧基基团或者奎宁酸基团，从而得到特征碎片
离子。现以化合物 13 为例，在 ESI－模式下产生准
分子离子峰 m/z 353.3475 [M-H]－，可初步鉴定其
分子式为 C16H18O9。分析其二级图谱，主要碎片离
子有 m/z 191.0357 的奎宁酸负离子、m/z 179.9644
的咖啡酸负离子，然后进一步脱去 CO2 形成具有
m/z 135.4546 特征的碎片离子，根据对照品信息，
二级碎片、裂变轨迹，参阅文献 [13] 等，确认此化
合物为新绿原酸，具体裂解方式见图 3。

图 3　新绿原酸的裂解途径

Fig 3　Fragmentaion pathway of chlorogenic acid

2.4.3　聚乙炔类　本研究共鉴定出 4 个聚乙炔类
化合物，根据其不同母核的化学结构可分为呋喃 -
烯 - 二炔 - 烯共轭结构和烯 - 二炔共轭结构两大
类。现以化合物 26 为例。在 ESI－模式下产生准
分子离子峰 309.1357 [M-Na]－，推测出其分子式
为 C17H18O4。该化合物具乙酰取代基，故易丢失中
性基团 CH3COOH，从而形成 m/z 249.5832 [M-Na-
C2H4O2]

－的碎片离子，延长其分子共轭体系，使其

图 2　白术内酯Ⅲ的裂解途径

Fig 2　Fragmentaion pathways of atractylenolide Ⅲ
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表 1　苍术生品与蜜糠炒制品中化学成分的鉴定 
Tab 1　Identification of chemical components in raw Atractylodes Rhizoma and honey bran fried products

No. tR/min 模式 化学式 二级碎片离子峰 m/z
δ/

×10－6 化合物名 类别 来源
参考

文献

1 1.00 [M-H] － C14H16O2 201.3676，197.2683，187.2635，143.3685，127.9226，
115.6637

3.1（4E，6E，12E）-tetradeca-
triene-8，10-diyne-1，3-diol

d 2 [14]

2 1.12 [M-H] － C7H12O6 171.7535，153.0635，125.0542，109.0526，91.0532，
83.0784，57.0635

－ 3.1 奎宁酸 c 1 [14]

3 1.21 [M-H] － C4H6O5 113.8864，87.0534，69.9643，57.0524 1.2 苹果酸 c 1，2 [15]
4 2.49 [M-H] － C9H11NO2 148.0452，130.3446，108.9044，68.4486 0.2 L- 苯丙氨酸 c 1，2 [12]
5 2.61 [M-H] － C6H6O3 107.234，83.1894，79.1035，75.134，69.0433，55.256 2 5- 羟甲基 -2- 呋喃甲醛 a 1，2 [13]
6 2.81 [M-H] － C8H8O4 149.3449，123.8654，109.2248，91.0882，63.3687 － 0.4 香草酸 c 1 [13]
7 3.13 [M-H] － C22H38O12 445.9574，427.7526，411.9664，285.0853，247.0743，

177.9045，159.0627，57.0145，
－ 1 （1R，4S，6R）-1，3，3-trimeth-

yl-2-oxabicyclo[2.2.2]oct-6-yl-6-
O-β-D glucopyranosyl-β-D-glu-
copyranoside

f 1，2 [14]

8 3.33 [M-H] － C21H36O10 471.4673，203.2564，453.2485，291.1552，319.7894，
283.9634，265.07543，247.0637，159.0625，87.0547

－ 0.4 苍术苷 A b 1 [15]

9 3.47 [M-H] － C11H12N22 168.2794，158.8436，142.8356，130.6842，116.3078 － 3.1 D- 色氨酸 c 1，2 [12]
10 3.57 [M-H] － C10H8O4 177.5692，147.0842，121.0139，103.6941 － 3.1 异莨菪亭 f 1，2 [16]
11 3.73 [M-H] － C16H28O7 287.0378，247.0586，171.1358，101.8642，73.9563 － 3.2（1R，2R，4S）-2-hydroxy-1，

8-cineole-β-D-glucopyranoside
f 1 [13]

12 4.39 [M-H] － C16H18O9 307.9532，293.8463，191.0357，179.9644，159.7379，
141.8625，125.0437，109.9867，83.9284，57.9479

－ 0.8 绿原酸 c 1，2 [13]

13 4.49 [M-H] － C16H18O9 353.3475，191.0357，179.9644，135.4546 － 0.8 新绿原酸 c 1，2 [13]
14 4.58 [M-H] － C16H18O9 332.9875，297.9083，189.9854，177.0864，171.4678，

153.9854，133.9485，109.9082，91.9043，57.8031
－ 0.8 隐绿原酸 c 1，2 [15]

15 4.94 [M-H] － C18H26O10 363.6482，267.0138，249.9702，237.9054，159.0642，
109.8315，69.7824

－ 0.2 淫羊藿次苷 F2 b 1，2 [15-16]

16 5.94 [M-H] － C16H18O8 293.4857，273.6404，189.3484，161.9405，87.9482，
59.7854

－ 2.2 肉桂酰奎宁酸 c 1 [16]

17 6.41 [M-H] － C19H28O10 359.5529，352.5136，345.9716，333.4158，309.5425，
291.1865，249.3651，219.3158，189.5178，
159.3182，147.3284，129.6473，

0.3 淫羊藿次苷 D1 b 1 [15]

18 6.68 [M-H] － C21H36O9 411.3485，385.4548，339.4577，267.4556，249.4855，
217.4539，207.2458，159.3647，111.3647，
99.3213，69.3423，57.9138

－ 0.6（1S，4S，5S，R，10R）-10，11，
14-trihydroxyguai-3-one-11-O-
β-D glucopyranoside

a 1 [17]

19 6.91 [M-H] － C17H20O9 331.3498，247.6574，189.1738，171.3558，153.3547，
133.3578，109.2645，91.6844，

－ 1.1 3-O- 阿魏酰奎宁酸 c 1 [16]

20 7.21 [M-H] － C17H20O9 325.5645，193.6482，173.9328，155.9822，135.6845，
111.0546

－ 1.1 4-O- 阿魏酰奎宁酸 c 1 [13]

21 7.49 [M-H] － C17H20O9 159.8543，147.8634，133.6438，119.8902，105.3547，
81.6984，55.69831

－ 1.1 5-O- 阿魏酰奎宁酸 c 1 [14]

22 7.68 [M-H] － C10H10O4 179.6581，149.1032，135.8021，91.2581，59.3501 － 2 阿魏酸 c 1，2 [16]
23 7.88 [M-H] － C9H6O3 145.1846，135.4857，115.4842，87.5469，75.4569，

61.8649
－ 1.4 7- 羟基香豆素 f 1，2 [12，

14]
24 8.13 [M-H] － C10H8O4 193.0482，175.0431，163.9371，159.9351，150.0355，

133.7825，122.7024，105.4832
－ 6.5 莨菪亭 f 2 [13]

25 8.58 [M-H] － C16H22O3 257.2456，229.6342，213.4077，201.356，187.2445，
173.2954，147.3507，133.0634，67.7343

－ 2.2 8β- 甲氧基白术内酯 a 1 [13]

26 10.39 [M-H] － C17H18O4 309.1357，249.5832，185.2857，167.0538 － 0.9（1E，5E，11E）-trideca-1，
5，11-trien-7，9-diyne-3，
4-diyldiacetate

d 1 [15]

27 10.49 [M-H] － C25H24O12 353.4584，335.7268，317.5046，203.6421，191.3725，
177.2456，161.3757，135.6756

－ 0.9 异绿原酸 B c 1 [15]
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No. tR/min 模式 化学式 二级碎片离子峰 m/z
δ/

×10－6 化合物名 类别 来源
参考

文献

28 10.68 [M-H] － C25H24O12 353.5784，335.8726，191.7248，179.4248，161.7513，
135.8827，227.4645，169.7581

－ 0.9 异绿原酸 A c 1 [13]

29 10.77 [M-H] － C25H24O12 379.2515，313.5429，237.5651，191.9814，179.3578，
173.9051，161.3594，135.8423，113.0450

－ 0.9 异绿原酸 C c 1 [13]

30 10.86 [M-H] － C9H16O4 169.3487，125.4582，97.3545，57.9281 － 3.4 壬二酸 c 1，2 [13]
31 12.64 [M-H] － C15H19NO 216.1305，202.1239，186.0947，174.0910，160.0751，

144.0851，124.0770，106.0716
－ 0.4 白术内酰胺 a 1，2 [17]

32 17.62 [M-H] － C17H20O4 153.7545，139.4548，115.4687，109.8751，103.4657 － 1.5 二乙酰苍术素醇 a 1 [13]
33 17.83 [M-H] － C27H46O13 513.9018，415.6847，399.4136，381.5795，191.0561，

161.3184，101.4389，89.2459，71.6842
0.8 苍术苷 G b 1 [12]

34 18.86 [M-H] － C10H8O3 147.5266，143.4961，131.4526 － 1.4 羟甲香豆素 a 1 [15]
35 19.34 [M-H] － C15H10O5 271.6356，251.8363，223.7821，195.7532，167.8336，

139.0364
－ 2.6 黄芩素 e 1 [13]

36 19.84 [M-H] － C15H20O4 247.1354，235.1812，219.1828，201.5842，186.4761，
161.1833，125.2384，87.0523，57.2684

－ 2.4 naphthol[1，2-b]furan-2-one f 1 [12]

37 20.14 [M-H] － C18H34O5 311.2654，293.4831，244.1335，229.4751，211.4829，
171.1567，139.4058，121.4861，99.2481，71.3547

－ 1.9 三棱酸 c 1，2 [13]

38 22.17 [M-H] － C18H22O4 259.8419，241.0432，217.0724，199.5031，171.6031，
143.9645，115.063

－ 2.2（6E，12E）-tetradecadiene-8，
10-diyne-1，3-diol-diacetate

d 1 [15-16]

39 22.80 [M-H] － C15H12O3 269.2456，243.4685，227.8408，183.669，109.7442 － 1.5 乙酰苍术素醇 a 1 [13]
40 23.23 [M-H] － C15H20O3 249.1483，229.8292，201.1736，187.3862，173.9027，

161.7324，103.9433，89.8341
－ 1.7 白术内酯Ⅲ a 1，2 [17]

41 24.23 [M-H] － C15H20O2 229.8292，211.1763，187.4766，173.2643，161.1805，
147.3595，121.1323，103.2645

－ 1.7 白术内酯Ⅱ a 1，2 [13]

42 25.03 [M-H] － C18H20O4 281.6038，257.3457，241.8544，211.5803，197.9643，
179.1065，171.2486，131.9352，117.0635

－ 2 （4E，6E，12E）-tetradecatriene-8，
10-diyne-1，3-diol-diacetate

d 1 [12-13]

43 27.30 [M-H] － C32H54O17 665.2648，575.3618，547.3515，415.2941，293.9514，
233.5416，221.5971，191.6541，149.5548，
119.3259，101.5684，89.3617，71.6511，59.5486

0.8 苍术苷 H b 1 [12]

44 28.84 [M-H] － C18H32O3 277.2173，259.1531，233.7586，195.6815，171.5532，
153.7861，141.3848，123.4529，113.5844，59.4256

－ 3.2 9，10- 环氧 -12（Z）- 十八碳烯

酸

c 1，2 [13]

45 29.01 [M-H] － C15H24O2 217.6129，197.1879，147.9328，121.1492，95.1474，
53.4917

－ 4.8 eudesm-4（15），7-diene-9α，11-
diol

f 1 [12]

46 29.41 [M-H] － C18H30O3 275.4846，249.8246，197.5783，185.4834，149.8468 － 2.1（9Z，11E，15Z）-13- 羟基 -9，
11，15- 十八碳三烯酸

c 2 [12]

47 29.43 [M-H] － C18H30O3 275.6911，258.4139，249.6971，237.4196，221.1542，
195.4055，179.4852，167.5542，155.5842，
113.4521，57.9846

－ 1.8 羟基 -9，11，15- 十八碳三烯酸 c 1，2 [12，
15]

48 29.88 [M-H] － C15H22O2 173.4268，157.8021，131.8522，121.5831，109.1837，
79.1831，57.1802

－ 4.8 eudesm-4（15），7-diene-11-ol-9-
one

f 1 [12]

49 31.73 [M-H] － C30H48O3 413.4865，284.3115，271.1525，103.9415 － 0.7 齐墩果酸 c 1 [15]
50 31.75 [M-H] － C18H32O2 261.5823，205.4156，183.4531，59.4736 － 2.8 十八碳 -9，12- 二烯酸 c 1，2 [12]
51 32.04 [M-H] － C17H32O2 253.8412，235.5941，221.4832，215.4834，197.7264，

161.4731，145.1433，135.7821，71.2641
－ 4.1 十六碳烯酸 c 1，2 [12-13]

52 32.40 [M-H] － C16H32O2 227.4821，213.4531，237.3589，219.4122，203.1531，
134.482，117.1627，59.0152

－ 3 棕榈酸 c 1，2 [12-13]

53 32.54 [M-H] － C18H30O2 263.4876 － 2.7 亚麻酸 c 2 [14]
54 32.84 [M-H] － C18H34O2 265.2771，235.4822，193.4126，179.4266，161.7521，

143.4169，125.4585，87.3518
－ 2.7 十八碳 -9- 烯酸 c 1，2 [13]

注（Note）：a. 萜类（terpenoids）；b. 糖苷类（glycosides）；c. 有机酸类（organic acids）；d. 聚乙炔类（polyacetylene）；e. 黄酮类

（flavonoids）；f. 其他（others）；1. 苍术生品（raw Atractylodes Rhizoma）；2. 蜜糠制品（honey bran fried products）。

续表 1
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结构更加稳定。再脱去 C2HONa，生成烯醇碎片离
子，即 m/z 185.2857 [M-Na-C2H4O2-C2HONa]－。由
于烯醇结构具不稳定，易丢失一分子 H2O，而产
生相对稳定的 m/z 167.0538 [M-Na-C2H4O2-C2HONa-
H2O]－的碎片离子。结合碎片离子、裂变轨迹、保
留时间等信息，并与文献比对 [15]，鉴定出此化
合 物 为（1E，5E，11E）-trideca-1，5，11-trien-7，
9-diyne-3，4-diyl diacetate，具体裂解方式见图 4。

图 4　（1E，5E，11E）-trideca-1，5，11-trien-7，9-diyne-3，4-diyl-
diacetate 的裂解途径

Fig 4　Fragmentaion pathways of（1E，5E，11E）-trideca-1，5，
11-trien-7，9-diyne-3，4-diyldiacetate

2.4.4　黄酮类　本研究鉴定出 1 个黄酮类化合物，
即为黄酮苷元。该化合物在 C 环上变发生 RDA 
裂解，且易丢失 H2O、CO 等中性分子。以化合
物 35 为例，在 ESI－模式下产生准分子离子峰 m/z 
271.6356 [M-H]－，初步推测分子式为 C15H10O5。而
中性分子丢失后产生的碎片离子为 251.8363 [M-H-
H2O]－，223.7821 [M-H-H2O-CO]－，195.7532 [M-H-
H2O-CO-CO]－。而发生 RDA裂解的 C环则产生 m/z 
167.8336 碎片离子，再失去一分子 CO 后得 m/z 
139.0364 碎片离子，结合碎片离子、裂变轨迹、
保留时间等信息，并与文献对比 [13]，确认此化合
物为黄芩素，具体裂解方式见图 5。

图 5　黄芩素的裂解途径

Fig 5　Fragmentaion pathways of baicalein

2.4.5　糖苷类　苍术中鉴定出 5 个糖苷类成分，
其裂解方式大多数是丢失一分子 H2O，然后脱去
葡糖基（Glc）。例如化合物 8，在 ESI－模式下产
生准分子离子峰 m/z 471.4673 [M-Na]－，可初步推
出其分子式为 C21H36O10。其裂解方式分为两种情

况，一种是直接脱去一分子葡糖基，得到碎片离
子 m/z 203.2564；另一种情况是先丢失一分子 H2O
后得 m/z 453.2485 的碎片离子，然后再脱去一分子
葡糖基，最后得 m/z 291.1552 碎片离子。结合碎片
离子、裂变轨迹等信息，并与文献对比 [15]，鉴定
此化合物为苍术苷 A，具体裂解方式见图 6。

图 6　苍术苷 A 裂解途径

Fig 6　Fragmentaion pathways of atractyloside A

2.4.6　其他类　苍术中鉴定出其他类化合物 8 个，
如芳香类、苯丙素类及甾体类等。以化合物 24 为
例，在 ESI－模式下产生准分子离子峰 m/z 193.0482 
[M-H]－，初步推测分子式为 C10H8O4。其二级图谱
中，可见主要碎片离子峰有 175.0431 [M-H-CH3]

－，
163.9371 [M-H-CO]－，150.0355 [M-H-CH3-CO]－，
159.9351 [M-H-CH3OH]－，133.7825 [M-H-CH3OH-
CO]－，122.7024 [M-H-CO-CH3-CO]－，105.4832 
[M-H-CH3OH-CO-CO]－。结合碎片离子、裂变轨
迹等信息，并与文献对比 [13]，鉴定此化合物为莨
菪亭，具体裂解方式见图 7。

图 7　莨菪亭的裂解途径

Fig 7　Fragmentaion pathways of chrysatropic acid 

3　讨论

　　本研究运用 UPLC-Q-TOF-MS 法对蜜糠炒苍
术炮制前后主成分进行分析，以探讨蜜糠炒对苍
术主成分变化的影响。为了优选最佳分析条件，
前期分别采用了正离子和负离子模式对苍术醇提
物进行了分析。结果发现，在负离子模式下的化



1762

Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7 　中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期

学成分图谱峰数量更多，峰形较正离子模式好，
分离度更强，故本研究选择负离子模式作为分析
条件。在此条件下，对苍术生品和蜜糠炒制品进
行序列测定，分析成分变化出现的特征峰，结合
碎片离子、裂变轨迹、保留时间、对照品信息以
及文献资料，共鉴定出 54 个化合物，其中有机酸
类 27 个、萜类 9 个、糖苷类 5 个、聚乙炔类 4 个、
黄酮类 1 个、其他类化合物 8 个。在苍术生品中
鉴定出 27 个独有成分，蜜糠炒制品中鉴定出 4 个
独有成分。炔烃类、倍半萜类均为苍术主要有效
活性成分。如苍术素具抗炎、利尿、抗氧化、保
肝等作用 [17-18]；β- 桉叶醇具抗肿瘤、抗胃溃疡、
抑制血管增生、抗肝毒等作用 [19]；苍术酮具保
肝、抗病毒、抗炎、抑制幻觉等作用 [20]；白术内
酯Ⅲ具抗衰老、保护心肌、抗胃溃疡、抗氧化等
作用 [21]。通过分析炮制对苍术主成分变化的影响，
并结合这些成分所呈现的药理作用，说明不同炮
制方法可通过影响药材成分进而影响其药效。本
研究分析蜜糠炒苍术发生的成分变化，并通过鉴
定，明确其分子结构及其变化规律，但这些炮制
变化后的主要成分是否与药效增强有关，以及何
种炮制变化成分关系最为密切等问题，仍需通过
药效实验来验证。另一方面，蜜糠为“建昌帮”特
色炮制辅料，苍术经蜜糠炒后，由于蜜糠和加热
等环节，可能是影响药材成分变化的关键，但其
变化原因仍有待研究。本研究可为后续开展蜜糠
炒苍术炮制机制研究提供数据支撑。
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PD-1/PD-L1/C5ar1基因人源化小鼠模型的构建 
及其在免疫治疗中的应用

井红艳1，2，3，聂琰晖3，于兴艳1，2，3，谢秀龙1，2，3，杨毅1，2，3*（1.江西中医药大学药学院，南昌　

330004；2.长三角药物高等研究院，江苏　南通　226133；3.百奥赛图（北京）医药科技股份有限公司，北京　102609）

摘要：目的　构建一种验证 C5AR1 靶点抑制剂或与免疫检查点抑制剂联用治疗肿瘤的药效及

毒性的人源化小鼠模型，以加快人 C5AR1 靶点药的开发。方法　首先通过基因编辑技术构建

PD-1/PD-L1/C5AR1 人源化（hPD-1/hPD-L1/hC5AR1）小鼠模型。接下来，分析 hPD-1/hPD-L1/
hC5AR1 小鼠人源化基因的表达及人源化对免疫系统的影响。最后基于 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1
小鼠建立肿瘤模型来评价抗人 C5AR1 抗体的药效。结果　在 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠中

只检测到人源 PD-1、PD-L1、C5AR1 蛋白，且各免疫细胞比例与野生鼠相比无明显差异。在

小鼠肿瘤模型中发现，与单药相比，联合使用抗人 PD-1 抗体和抗人 C5AR1 抗体能更有效地

抑制肿瘤的生长。结论　hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠模型可以用于抗人 C5AR1 抗体和抗人

PD-1 抗体的临床前药效验证研究。

关键词：C5AR1；程序性死亡受体 -1；人源化小鼠模型；抗体；免疫治疗
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Construction of PD-1/PD-L1/C5ar1 gene humanized mouse model and its 
application in immunotherapy

JING Hong-yan1, 2, 3, NIE Yan-hui3, YU Xing-yan1, 2, 3, XIE Xiu-long1, 2, 3, YANG Yi1, 2, 3* (1. School 
of Pharmacy, Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang  330004; 2. Yangtze Delta Drug 
Advanced Research Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 3. Biocytogen Pharmaceuticals (Beijing) 
Co., Ltd., Beijing  102609)

Abstract: Objective  To construct a humanized mouse model that to validate the efficacy and toxicity 
of human C5AR1-targeted single agents or in combination with anti-human antibodies to the immune 
checkpoint PD-1/PD-L1 pathway for tumors based on gene editing technology to accelerate the 
development of human C5AR1-targeted drugs. Methods  A PD-1/PD-L1/C5AR1 humanized (hPD-
1/hPD-L1/hC5AR1) mouse model was firstly constructed by gene editing technology. Next, the 
expression of humanized genes and the effect of humanization on the immune system were analyzed 
in hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 mice. Finally, a tumor model based on hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 mice was 
established to evaluate the efficacy of anti-human C5AR1 antibody. Results  Only human PD-1, PD-
L1 and C5AR1 proteins were detected in hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 mice and the poportion of each 
immune cell was not significantly different from that of wild mice. In the mouse tumor models, the 
combination of anti-human PD-1 antibody and anti-human C5AR1 antibody was more effective in 
inhibiting tumor growth compared to single agents. Conclusion  The hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 mouse 
model can be used as a preclinical efficacy validation model for drugs targeting human C5AR1 and 
PD-1 antibodies. 
Key words: C5AR1; PD-1; humanized mouse model; antibody; immunotherapy
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　　免疫检查点是指表达在免疫细胞上的一系列
分子，能够调节免疫激活程度，防止免疫系统过
度激活 [1]。免疫检查点可以启动抑制 T 细胞功能
的信号通路，而免疫检查点抑制剂可以抑制这种
肿瘤介导的 T 细胞功能抑制 [2]。美国食品药品监
督管理局（FDA）已批准数种免疫检查点抑制剂
用于多种癌症，包括细胞毒性 T 淋巴细胞抗原 4
（CTLA-4）、程序性死亡受体 -1（PD-1）和程序
性死亡受体配体 -1（PD-L1）。然而，当单独使用
这些免疫检查点抑制剂时，只有约 20% 的实体瘤
患者达到缓解 [3]，60% 的患者具有耐药性 [4]，整
体的治疗效果并不理想。
　　C5AR1 是补体激活片段 C5a 的受体，可募
集髓源免疫抑制细胞（MDSCs）形成免疫抑制微
环境或调节不同信号通路促进肿瘤生长 [5-9]。阻
断 C5AR1 已成为治疗肿瘤的新策略。目前，以
C5AR1 为靶点的药物正在研发中，主要的抗人
C5AR1 抗体药有 Avdoralimab 和 TJ210。
　　C5AR1 抑制剂在机制上与免疫检查点抑制剂
互补，联合应用免疫检查点抑制剂和 C5AR1 靶
点抑制剂可增强细胞毒性 T 细胞活性，抑制免疫
抑制细胞（如 MDSCs）的活性，降低免疫耐受，
提高肿瘤治疗效果。在小鼠肺癌模型和结肠癌模
型的体内实验中，与单药相比，联合使用 C5AR1
靶点抑制剂和抗人 PD-1 抗体，均显示出更好的
抑制肿瘤生长的效果 [10-11]。
　　然而，目前尚无有效的人源化小鼠模型用于
同时验证抗人 C5AR1 抗体和抗人 PD-1 抗体的药
效及毒性。为满足药物开发中的这种急切需求，
本研究拟建立一种可用于临床前验证人 C5AR1
靶点抑制剂或与免疫检查点抑制剂联用药效及毒
性的人源化小鼠模型，以加快 C5AR1 靶向药的
开发。
1　材料
1.1　实验动物
　　野生型小鼠（C57BL/6，北京维通利华实验动物
科技有限公司，动物合格证号：11036021110055915）
和 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠（百奥赛图江苏基因
生物技术有限公司，动物合格证号：202145277）均
为雌性，5 ～ 8 周龄。所有动物研究均按照动物护
理和使用委员会批准的方案进行。动物被饲养在温
度（20 ～ 24℃）、12 h/12 h 明 / 暗交替的 SPF 级屏障
设施中，并可自由获得食物和水。实验结束后采用
CO2 吸入法处死小鼠。
1.2　试药与仪器
　　PerCP/Cy5.5 标记的抗鼠的 TCRβ 抗体（批号：
109228）、Brilliant Violet 605 标记的抗鼠的 CD19 抗

体（批号：115540）、Brilliant Violet 510 标记的抗鼠
的 CD45 抗体（批号：103138）、藻红蛋白（PE）标
记的抗鼠的 CD279（PD-1）抗体（批号：109104）、
PE 标记的抗人的 CD274（B7-H1，PD-L1）抗体
（批号：329706）、藻蓝蛋白（APC）标记的抗鼠
的 CD274 抗体（B7-H1，PD-L1）（批号：124312）、
PE 标记的抗人的 CD88（C5AR1）抗体（批号：
344304）、APC 标记的抗鼠的 CD88（C5AR1）抗
体（批号：135808）、纯化的抗鼠的 CD16/32 抗体
（批号：101302）（Biolegend）。APC 标记的抗人的
CD279（PD-1）抗体（批号：558694）（BD Pharmin-
gen）。Avdoralimab、Pembrolizumab 和人免疫球蛋
白 G（hIgG4）对照抗体 [ 百奥赛图（北京）医药科
技股份有限公司 ]。Atune NxT 流式细胞仪（Ther-
moFisher Scientific，USA）。
2　方法
2.1　PD-L1 人源化细胞系与 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1
小鼠的构建
　　MC38 细胞（小鼠结肠癌细胞系）在含 1% 青
霉素 - 链霉素和 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中
培养 [12]。利用 TransIntro 转染试剂将含人 PD-L1 编
码序列的载体转染到 MC38 细胞，建立人 PD-L1
蛋白过表达的小鼠 MC38 肿瘤细胞系（hPD-L1 
MC38），随后在含 1% 青霉素 - 链霉素和 10% 胎牛
血清的 DMEM 中连续培养，每 3 ～ 5 d 传代 1 次。
使用 APC 标记的抗人 PD-L1 抗体通过流式细胞术
检测人 PD-L1 蛋白的表达 [13]。
　　在 C57BL/6 遗传背景上，通过 CRISPR/Cas9
技术，将 PD-1 基因 IgV 结构域的 2 号外显子全部
替换为编码人 PD-1 基因 IgV 结构域的序列，构建
PD-1 人源化（hPD-1）小鼠；通过 CRISPR/Cas9 技
术将编码小鼠 PD-L1 基因 IgV 结构域的 3 号外显
子全部替换为编码人 PD-L1 基因 IgV 结构域的序
列，构建 PD-L1 人源化（hPD-L1）小鼠。然后将
hPD-1 小鼠和 hPD-L1 小鼠杂交，生成 PD-1/PD-L1
双人源化（hPD-1/hPD-L1）小鼠。同时，将编码小
鼠 C5ar1 基因的全长序列替换为人的 C5AR1 基因
的全长序列，构建 C5AR1 人源化（hC5AR1）小
鼠。再将 hC5AR1 小鼠与 hPD-1/hPD-L1 小鼠交配，
获得 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠。
2.2　ELISA 法测定 C5a 蛋白的表达
　　将 MC38 细胞接种于 C57BL/6 小鼠皮下，待
肿瘤平均体积达到 100 mm3 时取出肿瘤细胞，同时
体外培养 MC38 细胞系。收集 MC38 细胞培养上清
液和 MC38 肿瘤组织研磨液，使用 ELISA 法检测
C5a 蛋白的表达。其操作流程参照小鼠补体 C5a 的
ELISA 试剂盒（abcam，ab193718）和人补体 C5a
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的 ELISA 试剂盒（abcam，ab193695）说明书。
2.3　流式细胞术（FASC）检测 C5AR1、PD-1、
PD-L1 蛋白的表达，各免疫细胞亚群的比例分布
以及抗人 C5AR1 抗体的结合能力
　　首先取 MC38 细胞系和 MC38 肿瘤组织，分析
鼠源 C5AR1 蛋白的表达。之后准备 hPD-1/hPD-L1/
hC5AR1 小鼠和野生型 C57BL/6 小鼠各 1 只，每
只小鼠腹腔注射抗鼠 CD3E 抗体 7.5 μg，24 h 后取
小鼠的脾细胞，使用 FACS 分别检测人和鼠 PD-1、
PD-L1 的表达。另外直接取不做任何刺激的 hPD-
1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠和野生型 C57BL/6 小鼠的
骨髓细胞，检测人和鼠 C5AR1 的表达。免疫细胞
亚群分析使用 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠和野生
型 C57BL/6 小鼠各 3 只，分别取外周血、脾、淋
巴结，使用各免疫细胞的表面标记抗体标记后进行
FACS 分析。抗人 C5AR1 抗体（Avdoralimab）的结
合实验使用 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠和野生型
C57BL/6 小鼠各 1 只，分别取小鼠的脾细胞，加入
Avdoralimab 后，使用 FACS 检测 CD11b ＋细胞表
面表达的人 C5AR1。
2.4　肿瘤模型的建立和药效学分析
　　将 hPD-L1 MC38 细胞（0.1 mL）接种于 hPD-
1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠的皮下（雌性，5 ～ 8 周龄，
n ＝ 6），每只小鼠共接种 5×104 个细胞。当肿瘤
体积达到100～150 mm3时，将小鼠随机分为4组。
分组当日开始分别腹腔注射 hIgG4（3 mg·kg－ 1）、
Pembrolizumab（0.3 mg·kg－ 1）、Avdoralimab（3 
mg·kg－ 1）、Pembrolizumab（0.3 mg·kg－ 1） ＋

Avdoralimab（3 mg·kg－ 1），每周 2 次，共 6 次。
分组后每周 2 次测量小鼠体重和肿瘤体积。肿瘤
体积＝长径×（短径）2/2。当肿瘤体积超过 3000 
mm3 或给药后 1 周内处死小鼠，实验结束。
2.5　统计学处理
　　结果表示为平均值 ±SEM。采用 GraphPad 
Prism 8 软件进行数据分析。肿瘤生长趋势采用双
因素方差分析，免疫细胞分型实验采用单因素方
差分析。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　C5AR1 在肿瘤微环境免疫细胞中的表达　
　　结果显示：小鼠 C5AR1 只能在肿瘤组织中
的 CD45 ＋细胞（免疫细胞）上检测到，在体外培
养的 MC38 细胞系和肿瘤组织中 CD45 －细胞（肿
瘤组织中的非免疫细胞，主要是肿瘤细胞）上未
检测到，见图 1A。小鼠 C5a 只能在肿瘤组织研
磨液中检测到，在体外培养的 MC38 细胞上清液
中未检测到，见图 1B。
3.2　人源化小鼠和人源化细胞系的构建

　　基于上述结果，C5AR1 在肿瘤内 CD45 ＋细
胞上表达，而在 MC38 细胞和肿瘤内 CD45－细胞
上不表达，笔者构建了 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 人
源化小鼠和 hPD-L1 MC38 人源化细胞系。hPD-1/
hPD-L1/hC5AR1 小鼠的基因编辑策略见图 2。人
源化小鼠的每窝产仔数量与野生鼠无差异，小鼠
在标准的 SPF 级屏障设施中发育正常。
3.3　hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠中人 PD-1、PD-
L1、C5AR1 蛋白及鼠相应蛋白的表达情况
　　结果显示，人 PD-1 蛋白和人 PD-L1 蛋白
可以在 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠激活的 T 细
胞中检测到，人 C5AR1 蛋白可以在人源化小鼠
的髓系细胞中检测到，而 3 种人源蛋白在野生
C57BL/6 小鼠中都未检测到；鼠 PD-1 蛋白和鼠
PD-L1 蛋白只能在野生小鼠激活的 T 细胞中检测
到，鼠 C5AR1 蛋白也只能在野生小鼠的髓系细
胞中检测到，而 3 种鼠源蛋白在人源化小鼠中都
未检测到（见图 3）。
3.4　人源化对主要免疫细胞发育和分化的影响

　　结果显示，与野生鼠比较，hPD-1/hPD-L1/
hC5AR1 小鼠的脾、淋巴结和外周血中 T/B 细胞、
NK 细胞、树突状细胞（DCs）、单核 / 巨噬细胞 /
CD4 ＋ T 细胞、CD8 ＋ T 细胞和 Treg 细胞的比例
差异无统计学意义（P ＞ 0.05），见图 4。
3.5　抗体结合情况
　　为了验证合成的抗人 C5AR1 抗体 Avdoralimab
与人源化小鼠中的人 C5AR1 可以特异性结合，使
用 FACS 检测了抗体与靶点的结合情况。结果显示，
Avdoralimab 能与 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠的髓
系细胞结合，但与野生小鼠不能结合，见图 5。
3.6　联合应用抗人 PD-1 和抗人 C5AR1 抗体对人
源化小鼠肿瘤模型中结肠癌的影响
　　根据已有报道，人的 C5AR1 可以与小鼠的 C5a
结合 [14]，所以我们可以使用 C5AR1 人源化小鼠验
证 C5AR1 靶点药的药效，而不用将 C5a 人源化。
　　结果显示，与同型对照抗体组相比，给予
Avdoralimab 组、Pembrolizumab 组、联合给药组
的肿瘤抑制率分别为 19.6%、27.1%（P ＜ 0.05）
和 51.8%（P ＜ 0.0001），联合给药能更有效地抑
制肿瘤生长。C5AR1 抗体组在第 24 日时由于有
一只小鼠死亡导致肿瘤体积减小见图 6。
4　结果与讨论
　　由于物种特异性，非人灵长类动物通常是唯
一可用于评估生物疗法安全性的相关物种。其他
替代方法，如在啮齿动物中使用同源蛋白或使用
转基因或敲除小鼠，也可用于评估安全性。未来
药理学和毒理学研究的重点可能是有条件的 KO
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小鼠和人源化动物。人源化小鼠制造了一种或几
种人类蛋白质，其他人类分子相互作用的蛋白质

仍然来自小鼠。
　　目前有多种 C5AR1 靶点药正在开发中，用

图 1　C5AR1、C5a 在 MC38 细胞培养物及 MC38 肿瘤组织中的表达

Fig 1　Expression of C5AR1 and C5a in MC38 cell culture and MC38 tumor tissue
A. C5AR1 的表达情况（the expression of C5AR1）；B. C5a 的表达情况（the expression of C5a）

图 2　人源化小鼠的基因编辑策略

Fig 2　Gene editing strategy for humanized mice
A.hPD-1 小鼠的基因编辑策略（gene editing strategy for hPD-1 mice）；B. hPD-L1 小鼠的基因编辑策略（gene editing strategy for hPD-L1 
mice）；C. hC5AR1 小鼠的基因编辑策略（gene editing strategy for hC5AR1 mice）

图 3　PD-1、PD-L1、C5AR1 蛋白在 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠上的表达

Fig 3　Expression of PD-1，PD-L1 and C5AR1 proteins on hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 mice
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于不同的适应证，包括自身免疫性疾病、肾小球
疾病、肉瘤病和肿瘤 [5，15-16]。迫切需要有效的动
物模型提高药物开发的临床转化率。靶点人源化
小鼠是一种有效的动物模型，具有完整的免疫系
统，可用于评估药物的药效和毒性 [17]。另外通过
基因编辑技术获得的人源化小鼠模型相对稳定，
小鼠之间的差异小，实验重复性高，也有利于药
物的临床前评价 [18-19]。
　　由于小鼠 C5a 能结合人 C5AR1[14]，只需要替
换 C5ar1 基因，获得 C5AR1 单基因人源化小鼠
就能保证 C5a/C5AR1 信号通路的完整性，所以

图 4　hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠的脾、淋巴结、外周血中各免疫细胞的比例

Fig 4　Proportion of leukocyte subpopulationss in spleen，lymph node，and peripheral blood of hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 mice

图 5　Avdoralimab 与 C5AR1 抗体结合实验

Fig 5　Antibody binding assay Avdoralimab and C5AR1

图 6　基于 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠构建的肿瘤模型验证联合使用抗人 C5AR1 抗体和抗人 PD-1 抗体的体内药效

Fig 6　Validation of the efficacy of combined anti-human C5AR1 antibody and anti-human PD-1 antibody based on hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 in tumor 
mouse model 

本研究只构建了 C5AR1 单基因人源化小鼠，而不
需要构建 C5a/C5AR1 双基因人源化小鼠就可以用
于构建药效验证小鼠模型。肿瘤的发生发展具有
一定的复杂性 [20]，而且免疫检查点抑制剂的效率
也比较低，所以本研究考虑在激活免疫效应细胞
的同时抑制免疫抑制细胞，以期免疫检查点抑制
剂和抗人 C5AR1 抗体能更有效地抑制肿瘤。
　　靶向 PD-1 和 PD-L1 的药物与靶点结合的位
点一般在靶点蛋白的 IgV 区，另替换基因序列

越短，对于基因编辑技术来说难度越小，所以选
择了只替换阳性药 Pembrolizumab 靶向的 PD-L1
基因的 3 号外显子的 IgV 区的基因编辑策略。
Pembrolizumab 通过与 PD-1 基因的 2 号外显子
的 IgV 区结合而发挥作用，所以只替换了 PD-1 
基因的 2 号外显子的 IgV 区这一部分。后续发现
PD-1 的靶向药 Nivolumab 的结合位点不在 IgV
区，百奥赛图又开发了替换整个胞外区的 PD-1
人源化小鼠。本研究将 hPD-L1 MC38 细胞接种
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到 hPD-1/hPD-L1/hC5AR1 小鼠体内，结果显示，
联合应用抗人 PD-1 抗体和抗人 C5AR1 抗体可以
有效抑制肿瘤的生长。但在第 24 日，单独给予
抗 C5AR1 抗体的小鼠出现死亡，是否是抗体的
毒性导致需要进一步分析。后续需要对抗体联用
与单用抑制肿瘤机制进行分析，如肿瘤微环境、
脾和血中细胞毒性 T 细胞、MDSCs、中性粒细胞
的数量变化；肿瘤微环境中人 C5AR1 和鼠 C5a
的表达量及各相关细胞因子的水平变化 [5] 和信号
通路的变化 [21-22] 情况。另外，各抗体的最佳给药
剂量也需要进一步验证。
　　hC5AR1 小鼠除了可以与 hPD-1/hPD-L1 小鼠
交配用来验证 PD-1/PD-L1 通路抑制剂与 C5AR1
靶点药的联用，还可以与其他免疫检查点人源化
小鼠交配，验证其他免疫检查点抑制剂与 C5AR1
靶向药联用或双抗的药效与毒性。因此本研究建
立的人源化小鼠模型对肿瘤的免疫治疗药物的开
发具有重要意义。
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18α-甘草次酸的微波辅助合成及工艺优化

戚蕊，薛康，褚福浩，苏进，孙宇菲，伊冰清*，赵国栋*，雷海民*（北京中医药大学中药学院，北京　

102488）

摘要：目的　将微波合成技术应用于高附加值中药单体 18α- 甘草次酸的制备，以建立更高效、

经济的工艺路线。方法　以天然来源丰富且廉价的 18β- 甘草次酸为原料，通过微波辐射促进

C-18β 的构型翻转，实现 18α- 甘草次酸的制备，利用 HRMS、1H-NMR、13C-NMR、HPLC、旋

光和熔点进行结构确认及纯度鉴定；首次实现双键移位副产物的分离并通过 X- 单晶衍射确认

结构，辅助推测反应机制使过程更清晰。结果　相比于传统加热，微波辅助技术极大提高了制

备效率，以 5.0 g 反应原料为例，反应温度 120℃，反应时间 20 min；简化了后处理操作，重

结晶溶剂 200 mL，回流时间 30 min。结论　微波辅助合成法是目前 18α- 甘草次酸高效、经济

的制备方法，符合绿色化学的理念；双键移位副产物的首次分离和结构鉴定，弥补了相关研究

的空白，为后续质量控制奠定了基础。

关键词：18β- 甘草次酸；18α- 甘草次酸；微波辅助合成；双键移位副产物

中图分类号：R914，R283　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1769-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.013

Microwave-assisted synthesis and process optimization of  
18α-glycyrrhetinic acid

QI Rui, XUE Kang, CHU Fu-hao, SU Jin, SUN Yu-fei, YI Bing-qing*, ZHAO Guo-dong*, LEI Hai-
min* (School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing  102488)

Abstract: Objective  To develop an economic and efficient route for 18α -glycyrrhetinic acid 
synthesis with the assistance of microwave, a high-value traditional Chinese medicine monomer. 
Methods  Cheap and numerous 18β-glycyrrhetinic acid was used as the starting material. Microwave 
irradiation helped accelerate the stereocenter inversion of C-18β  to furnish 18α-glycyrrhetinic acid 
with the confirmation of HRMS, 1H-NMR, 13C-NMR, HPLC, optical rotation and melting point. 
Notably, side-products with double-bond migration were isolated and characterized by X-ray 
diffraction for the first time, which facilitated the mechanism analysis. Results  Compared to the 
conventional heating protocol, the efficiency was significantly improved, taking 5.0 g of reaction raw 
materials as an example, the reaction temperature reached 120℃ and the reaction time was 20 min, 
post work procedure simplified, the recrystallization solvent was 200 mL, and the reflux time was 
30 min. Conclusion  Microwave-assisted 18α-glycyrrhetinic acid synthesis is now the most efficient 
and economic protocol for currently, which is in accordance with the principle of green chemistry. 
Furthermore, first characterization of side-products has filled the previous research gap, laying 
foundation for futher quality control. 
Key words: 18β-glycyrrhetinic acid; 18α-glycyrrhetinic acid; microwave-assisted synthesis; side-
product with double-bond migration
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　　甘草（Glycyrhiza glabra）在《神农本草经》
中被列为上品 [1-2]，是历史悠久、分布广泛的天然
药用植物 [3-4]。其味甘、平，归心、肺、脾、胃经，
具有补脾益气，清热解毒，祛痰止咳，缓急止痛
等功效 [5]。
　　甘草酸是一种三萜皂苷，为甘草的主要活
性成分之一，口服后经肠道细菌降解为甘草次
酸，进而发挥各种药理活性 [6-7]，如保肝、抗氧
化、抗菌、抗肿瘤、抗炎等，同时具有类固醇样
作用，能够调节免疫、抗动脉粥样硬化 [8-12]。天
然甘草次酸包括 C18β 和 C18α 两种异构体，虽
然 18α- 甘草次酸天然含量极低（约为 18β 异构体
的 3%[13-14]），但具有比 18β 异构体更强的肝靶向
活性 [15-16]，且长期服用不会出现 18β 异构体导致
的水钠潴留。其原因在于，18α- 甘草次酸可以在
抑制 11β- 羟基类固醇脱氢酶 1 活性的同时不抑制
11β- 羟基类固醇脱氢酶 2，而 18β 异构体没有这
种选择性 [17]。此外，18α- 甘草次酸有助于代谢性
疾病的治疗，如内脏肥胖、血脂异常、2 型糖尿
病和心血管并发症。
　　天然含量极低导致了 18α- 甘草次酸不易获
得、价格昂贵，因此使用廉价丰富的β 异构体进
行半合成是得到α 异构体的常用方法 [18-20]。然
而，已报道的传统方法往往需要超高温（220℃）
和 长 时 间 加 热（长 达 4 h） 以 实 现 构 型 翻 转
（18β → 18α），且重结晶时需要长时间回流，消
耗大量溶剂 [18-20]。本实验创新性地将微波辐射应
用于 C18 位构型反转并改良了后处理操作，极大
地提高了 18α- 甘草次酸的制备效率，为进一步工
业化放大生产奠定了基础。此外，首次分离并通
过 X- 单晶衍射鉴定出双键移位副产物（传统加热
法也产生，但从未报道），填补了相关研究的空
白，有助于推测翻转反应机制和制订质量标准。
1　仪器与试药

　　微波反应仪（美国 CEM 公司）；RCT 双线恒温
加热磁力搅拌器（德国 IKA 公司）；RE-3000B 型旋
转蒸发器（日本 EYELA 有限公司）；KQ-100 型超
声清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）；BSA224S-
CW 型分析天平（德国赛多利斯公司）；X-5 显微熔
点测定仪（北京泰克仪器有限公司）；数显恒温油
浴（北京健力园医疗器械有限公司）；Bruker Avance 
400 型核磁共振仪、ALPHA FTIR 红外光谱仪（瑞
士 Bruker 公 司）；Agilent Q-TOF 质 谱 仪、Agilent 
1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限公司）；
SGW-2 自动旋光仪（美国鲁道夫公司）。

　　18β- 甘草次酸、二甘醇（安耐吉化学有限公
司）；柱层析硅胶（200 ～ 300 目），硅胶 GF 254
预制薄层板（20 cm×20 cm，青岛海洋化工）；色
谱乙腈（Fisher 公司）；氢氧化钾、二氯甲烷、甲
醇、正己烷、乙酸乙酯、无水乙醇、盐酸（分析纯，
北京化工厂）。
2　方法与结果

　　微波合成技术已成为制备有机小分子、聚合
物、无机材料和纳米材料的一种高效合成方法。
与传统加热法相比，微波辐射具有瞬时快速加热
（深层加热）、温度均匀一、高精度等优势 [21-22]。
本文尝试将微波合成技术应用于 18β- 甘草次酸构
型翻转（18β → 18α），以期改善传统加热法存在
的加热温度高、反应时间长、后处理烦琐等问题。
2.1　微波辅助下 18α- 甘草次酸合成工艺优化

2.1.1　反应条件筛选　为探究微波对 18β- 甘草
次酸构型翻转的影响，基于单一变量的原则，采
用与传统加热法相同的条件，以二甘醇为反应溶
剂，加入氢氧化钾（KOH），考察氢氧化钾的不
同用量、反应温度、反应时间和微波功率对收率
的影响（结果见图 1 及表 1）。具体操作如下：将
18β- 甘草次酸（2，0.47 g，1 mmol）和适量 KOH
溶于二甘醇（2 mL）中，在微波加热条件下充分
搅拌，冷却至室温后加入稀盐酸（0.5 mol·L － 1，
20 mL），过滤收集沉淀、水洗除酸，采用乙醇
（100 mL，分 3 次加入）重结晶，计算收率。值
得注意的是，由于构型翻转（18β → 18α）是可逆
反应，因此 50% 的产率已是较好结果。结果见
表 1，产率随 KOH 用量增加呈先升高后下降的
趋势，最佳 KOH 用量为原料的 4 倍当量。此外，
产率随反应温度升高先增加后基本维持恒定，从
降低能耗角度考虑，最佳反应温度为 120℃。产
率随反应时间呈先上升后下降的趋势，且薄层色
谱（TLC）监测发现，随时间延长副产物会逐渐
增多，因此最佳微波辐射时间为 20 min。控制实
验显示，微波辐射是促进构型翻转（18β → 18α）
的最关键因素：在失去微波条件下 [20-22]，反应温
度需增加 100℃，时间延长 12 倍才能取得相似
效果；随微波功率增加，产率呈先升高后基本恒
定的趋势，从低能耗角度考虑，最佳微波功率为
150 W。
2.1.2　重结晶条件优化　选取乙醇为重结晶溶剂，
但操作时发现沉淀难以溶解，0.5 g 18β- 甘草次酸为
原料反应得到的粗产物就需要长时间回流（6 h）下
分多次加入乙醇（50 mL ＋ 30 mL ＋ 20 mL）。为此，
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在最优微波辅助条件下，筛选不同溶剂种类、用量
和回流时间对重结晶的影响，结果见表 2，将甲醇
和二氯甲烷以 1∶1（V/V）混合，可以在极大减少溶
剂体积、缩短回流时间条件下取得相似收率（51%）。

表 2　18α-甘草次酸重结晶溶剂筛选 
Tab 2　Solvent screening for recrystallization of 18α-glycyrrhetinic acid

组别 溶剂 体积 /mL 回流时间 /h 收率 /%

1 乙醇 100 6 52

2 甲醇 100 4 53

3 二氯甲烷   80 3 42

4 甲醇 - 二氯甲烷＝ 1∶1   20 0.5 51

5 乙腈 130 ＞ 8 35

6 乙酸乙酯 150 ＞ 8 30

2.2　18α- 甘草次酸的合成放大实验及结构表征

2.2.1　微波辅助下的 18α- 甘草次酸合成放大　在前
期工艺优化基础上，进一步考察微波在放大反应中
的应用：将 18β- 甘草次酸（5.0 g，10.6 mmol）和氢氧
化钾（2.38 g，42 mmol）在二甘醇（20 mL）中混匀，
120℃下微波辐射（150 W）搅拌 20 min 后停止反应。
冷却至室温，加入稀 HCl 水溶液（0.5 mol·L－ 1，200 
mL），过滤收集沉淀，去离子水洗涤。将 200 mL 混
合溶剂（甲醇 - 二氯甲烷＝ 1∶1，V/V）加入上述沉

淀，加热回流下搅拌 30 min 后放冷，过滤得白色晶
体 2.55 g，收率 51%，与小量制备一致（见表 2）。所
得滤液浓缩后分离并鉴定。熔点为 340 ～ 341℃（文
献 值 [20]：338 ～ 340℃）。[α] 2 0

D ＝＋ 77.5°（c ＝ 0.1，
EtOH）。1H-NMR（400 MHz，DMSO，d6）δ： 12.16
（s，1H），5.33（s，1H），4.30（d，J ＝ 5.1 Hz，
1H），3.03 ～ 2.99（m，1H），2.48 ～ 2.43（m，1H），
2.29 ～ 2.25（m，2H），1.94 ～ 1.84（m，1H），1.82
（td，J ＝ 13.6，3.9 Hz，1H），1.70 ～ 1.58（m，
2H），1.56 ～ 1.35（m，9H），1.33（s，3H），
1.31 ～ 1.18（m，3H），1.16（s，3H），1.09（s，
3H），1.04（s，3H），1.00 ～ 0.93（m，1H），0.90
（s，3H），0.69（s，3H），0.67 ～ 0.66（m，1H），
0.65（s，3H）。13C-NMR（100 MHz，DMSO，d6）δ：
199.2，179.9，166.6，123.5，77.1，60.4，54.6，
45.2，43.8，42.0，40.6，39.2，38.9，37.1，36.9，
35.7，35.6，33.7，31.9，28.8，28.6，27.4，26.7，
21.1，20.9，18.7，17.7，16.9，16.6，16.1。HRMS
（ESI＋）（m/z）calcd. for C30H47O4 [M ＋ H]＋471.3469；
found 471.3474（见图 2 ～ 3）。

图 2　18α- 甘草次酸的 1H-NMR 图

Fig 2　1H-NMR spectrum of 18α-glycyrrhetinic acid

图 3　18α- 甘草次酸的 13C-NMR 图

Fig 3　13C-NMR spectrum of 18α-glycyrrhetinic acid

图 1　微波辅助下 18α- 甘草次酸的合成

Fig 1　Synthesis of 18α-glycyrrhetinic acid under microwave condition

表 1　微波辅助下 18α-甘草次酸合成条件 
Tab 1　Synthesis condition of 18α-glycyrrhetinic acid under 

microwave condition

组别 KOH/eq 温度 /℃ 时间 /min 功率 /W 收率 /%

1 2 100 20 150 ＜ 5

2 3 100 20 150 ＜ 5

3 4 100 20 150 49

4 5 100 20 150 34

5 4 80 20 150 39

6 4 120 20 150 52

7 4 140 20 150 53

8 4 120 10 150 31

9 4 120 30 150 41

10 4 120 40 150 24

11 4 120 20 无功率 ＜ 5

12 4 120 20 50 32

13 4 120 20 250 54

14[18-20] 3.35 ～ 3.55 220 240 无功率 43 ～ 53
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　　色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18（4.6 mm× 

150 mm，5 μm）；流动相为 0.02 mol·L－ 1 乙酸铵
溶液 - 乙腈＝ 50∶50（V/V）；流速：1.0 mL·min － 1；
进 样 量：10 μL； 检 测 波 长：254 nm； 柱 温：
25℃。色谱图见图 4。

图 4　18α- 甘草次酸的 HPLC 图

Fig 4　HPLC spectrum of 18α-glycyrrhetinic acid

2.2.2　微波与传统加热法对比分析　为系统总结
微波法优势，依据参考文献 [18-20] 开展 18α- 甘草
次酸传统加热制备：将 KOH（2.0 g，35.7 mmol）
加入二甘醇（15 mL）中，在 100℃下加热搅
拌 15 min 后加入 18β- 甘草次酸（2，5.0 g，10.6 
mmol），220℃下继续搅拌 4 h。冷却至室温后，
加入稀盐酸水溶液（0.5 mol·L － 1，200 mL），过
滤收集沉淀，去离子水洗涤除酸，热丙酮洗涤高
温色素后得浅棕色固体。在加热回流条件下（8 
h）分次加入乙醇（0.5 L ＋ 0.3 L ＋ 0.2 L）充分溶
解固体，放冷后析出白色晶体，过滤可得 18α- 甘
草次酸（1，2.65 g，53%）。将滤液浓缩后柱层析
分离并鉴定。
　　而前文所述微波辅助反应条件为：反应温度
为 120℃，反应时间 20 min；使用新的重结晶溶
剂（甲醇 - 二氯甲烷＝ 1∶1，V/V）时，用量仅为
200 mL，且加热回流时间为 30 min。
　　与传统加热法对比后发现微波辅助法优势明
显：反应时间缩短至传统加热的 1/12，反应温度
降低 100℃，重结晶溶剂用量缩减至 1/5，重结晶
回流时间缩短至 1/16。因此，微波辅助法具有更
高的效率、更低的成本和更广阔的应用前景。
2.3　副产物结构鉴定及反应机制分析

2.3.1　副产物结构鉴定　在 TLC 检测过程中，发
现微波辅助和传统加热均会产生同一副产物：该
杂质在 254 nm UV 下无荧光，但能被磷钼酸显
色，推测分子内共轭体系（α，β- 不饱和酮）被破
坏。值得注意的是，该副产物在国内外文献中从
未被报道或提及。
　　将传统加热法所得滤液浓缩，经柱层析分离
（乙酸乙酯 - 正己烷＝ 1∶3 ～ 1∶1，V/V）后得

白色固体副产物 3（0.55 g，11%）；相似操作在
微波辅助反应中也可得副产物 3（0.5 g，10%）。
熔 点 为 298 ～ 299℃。[α]D

20 ＝ ＋ 74.0°（c ＝

0.1，EtOH）。1H-NMR（400 MHz，CDCl3）δ：3.38
（d，J＝ 17.9 Hz，1H），3.24（dd，J＝ 12.4，5.2 
Hz，1H），2.83（dd，J ＝ 16.6，2.4 Hz，1H），
2.53 ～ 2.44（m，2H），2.32（s，1H），2.21（dd，
J ＝ 14.4，2.3 Hz，1H），2.05（td，J ＝ 14.9，
13.7，4.2 Hz，1H），1.83（td，J ＝ 13.7，4.1 
Hz，1H），1.67 ～ 1.62（m，1H），1.62 ～ 1.45
（m，8H），1.43 ～ 1.38（m，1H），1.38 ～ 1.32
（m，1H），1.30（s，3H），1.27 ～ 1.16（m，
2H），1.15（s，3H），1.06（s，3H），1.04（s，
3H），0.99（s，3H），0.94 ～ 0.89（m，1H），
0.80（s，3H），0.79（s，3H），0.66 ～ 0.61（m，
1H）。13C-NMR（100 MHz，CDCl3）δ：209.4，
183.7，132.7，79.3，63.7，54.9，44.8，44.5，
44.2，42.9，39.1，38.7，37.9，37.1，36.3，
34.8，33.4，32.8，29.9，28.3，27.3，25.9，
24.1，20.7，19.7，19.0，18.2，16.4，15.7。
HRMS（ESI＋）（m/z）calcd. for C30H47O4 [M＋H]＋

471.3469；found 471.3457。
　　对比 13C 和 DEPT-135 谱图（见图 5 ～ 6），发
现 C ＝ C 片段仍存在于副产物 3 中，故推测可能
发生了双键迁移。进一步通过 X- 单晶衍射技术，
证实了双键移位至 C13 ～ C18 号位。晶体参数
见表 3（剑桥晶体数据库中心：CCDC-2225066），
分子结构椭球图如图 7 所示。
2.3.2　反应机制研究　通过产物 1 及副产物 3 的
结构确认，结合电子转移机制，推测反应机制
见图 8：原料 18β- 甘草次酸的羰基在碱性条件
下通过“羰基 - 烯醇”互变异构为具有较大共轭
体系的烯醇式过渡态Ⅰ，再经“烯醇 - 羰基”互
变，转化为较稳定且具有共轭体系的酮式异构体
（18β- 甘草次酸和 18α- 甘草次酸），若氢离子从
“面上”接近过渡态，产物为 18β- 甘草次酸，若
氢离子从“面下”接近过渡态，产物为 18α- 甘草
次酸。但上述可逆反应达到平衡态前，过渡态Ⅰ
会互变异构成少量酮式副产物 3；由于缺乏稳定
的共轭体系（α，β- 不饱和酮），副产物 3 能量较
高且不易大量产生，加之在紫外灯下没有显色吸
收使其不易被发现，因此从未有文献报道过该副
产物。副产物 3 的鉴定不仅有助于推测反应机制，
也为后续 18α- 甘草次酸的工艺制备和质量控制
奠定了基础。
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3　讨论

　　甘草是最常用的传统中药材之一，其指标性
成分甘草次酸包括 18β 和 18α 两种差向异构体，
其中 18α- 甘草次酸因具有优异的生理活性、更
强的肝靶向性和更轻的不良反应而受到学术界普
遍关注。然而 18α- 甘草次酸天然含量极低，通
过化学手段将天然来源丰富的 18β 异构体手性翻
转（β →α）是其最有效的制备途径。与传统加热

法相比，本实验通过微波辅助和优化纯化方法，
极大地提高了制备效率：反应温度降低了 100℃
（220℃→ 120℃），反应时间缩短至 1/12（240 
min → 20 min），重结晶溶剂用量降至 1/5（1000 
mL → 200 mL），加热回流时间缩短至 1/16（480 
min → 30 min），展现出广阔的应用前景。此外，
作者首次分离了副产物 3 并进行了结构表征和 X-
单晶衍射鉴定，发现了双键移位现象，不仅有助

表 3　副产物 3 的晶体参数 
Tab 3　Crystal data for side-product 3

参数 值

化学式 C31H50O5

相对分子质量 502.71

温度 /K 193.00

晶系 Triclinic

空间群 P212121

a/Å 7.5942（10）

b/Å 16.217（2）

c/Å 22.529（3）

α/° 90

β/° 90

γ/° 90

V/Å3 2774.6（6）

单位晶胞中所含分子个数 4

单胞密度 /cm3 1.203

衍射线波长 /mm － 1 0.399

单胞中电子的数目 1104.0

结晶维度 0.13 mm×0.12 mm×0.1 mm

衍射指标 － 9 ≤ h ≤ 9，－ 20 ≤ k ≤ 21， 
－ 29 ≤ l ≤ 27

收集衍射点 33816

独立衍射点 6238 [Rint ＝ 0.0599，Rsigma ＝ 0.0459]

对于可观测衍射点的残差因子

R 值 [I ≥ 2σ（I）]

R1 ＝ 0.0511，wR2 ＝ 0.1324

对于全部衍射点的残差因子 R

值 [all data]

R1 ＝ 0.0702，wR2 ＝ 0.1441

图 8　18β 构型翻转及副产物生成机制解析

Fig 8　Configuration inversion of C-18β and mechanism for generation 
of side-products

图 5　副产物 3 的 13C-NMR 图

Fig 5　13C-NMR spectra of side-product 3

图 6　副产物 3 的 DEPT-135 图

Fig 6　DEPT-135 spectrum of side-product 3

图 7　副产物 3 的分子结构图

Fig 7　Molecular structure of side-product 3
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于理清反应机制，更为后续 18α- 甘草次酸工艺标
准的建立和质量控制提供了依据。此外，作者将
18α- 甘草次酸与抗肿瘤活性片段拼合，制备得到
一系列衍生物，展现出较好的靶向性和抗肿瘤活
性，深入的药理机制研究还在进行，相关成果会
陆续发表。
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香烟烟雾和白藜芦醇对大鼠血压的影响和机制研究

王婷1，陈雨萌1，李倩1，张睿哲1，刘维海2，王川1*（1. 陕西中医药大学药学院，陕西　咸阳　712046；2. 陕西

中医药大学附属医院，陕西　咸阳　712000）

摘要：目的　研究香烟烟雾和白藜芦醇对大鼠血压的影响及机制。方法　离体血管环技术研

究香烟烟雾颗粒对 5- 羟色胺（5-HT）受体介导的平滑肌收缩功能的影响，与 SIRT1 激活剂白

藜芦醇或 AMPK 激活剂 AICAR 共培养检测 5-HT1B 受体以及 SIRT1 相关信号通路相关蛋白的

表达。大鼠被动吸烟模型研究白藜芦醇对香烟烟雾暴露诱导的血压，平滑肌收缩功能及相关蛋

白的影响。结果　香烟烟雾颗粒能增强 5-HT 引起的血管收缩和 5-HT1B 受体蛋白表达，白藜芦

醇和 AICAR 能抑制香烟烟雾颗粒诱导的血管收缩并降低 5-HT1B 受体的表达。动物实验结果表

明，白藜芦醇能降低香烟烟雾暴露诱导的血压升高，降低 5-HT1B 受体蛋白表达，升高 SIRT1
和 p-AMPK 蛋白表达。结论　香烟烟雾上调 5-HT 受体诱导大鼠血压升高和动脉平滑肌收缩，

白藜芦醇可以降低香烟烟雾诱导的血压升高和平滑肌收缩。

关键词：香烟烟雾；大鼠肠系膜动脉；5- 羟色胺受体；SIRT1；白藜芦醇

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1775-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.014

Effect and mechanism of cigarette smoking and resveratrol on  
blood pressure in rats

WANG Ting1, CHEN Yu-meng1, LI Qian1, ZHANG Rui-zhe1, LIU Wei-hai2, WANG Chuan1* (1. 
College of Pharmacy, Shaanxi University of Chinese Medicine, Xianyang  Shaanxi  712046; 2. 
Affiliated Hospital of Shaanxi University of Chinese Medicine, Xianyang  Shaanxi  712000)

Abstract: Objective  To determine the effect and mechanism of cigarette smoking and resveratrol on 
blood pressure in rats. Methods  The effect of cigarette smoking particles (DSP) on smooth muscle 
contraction mediated by 5-hydroxytryptamine (5-HT) receptor was studied by in vitro vascular 
myograph. The expression of 5-HT1B receptor and protein expression of SIRT1 signaling pathway 
were detected by Western blot in culture with SIRT1 activator resveratrol or AMPK activator AICAR. 
The effects of SIRT1 activator resveratrol on the blood pressure, smooth muscle contraction function 
and related proteins induced by cigarette smoking exposure were studied in passive smoking rat 
model. Results  DSP enhanced the vasoconstriction induced by 5-HT and increased the protein 
expression of 5-HT1B receptors. resveratrol and AICAR inhibited DSP-induced vasoconstriction 
and decreased the expression of 5-HT1B receptors. Animal experiments showed that resveratrol 
decreased the blood pressure, decreased 5-HT1B receptor protein expression and increased SIRT1 
and p-AMPK protein expression induced by cigarette smoke exposure. Conclusion  Cigarette smoke 
may up-regulate 5-HT receptors induced blood pressure increase and arterial contraction in rats, and 
resveratrol reduce cigarette smoke-induced blood pressure increase and smooth muscle contraction.
Key words: cigarette smoking; rat mesenteric artery; 5-hydroxytryptamine receptor; SIRT1; 
resveratrol
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　　吸烟是世界上最大的公共健康威胁之一，严
重危害人类健康 [1]。《中国吸烟危害健康报告
2020》报道，我国吸烟人数超过 3 亿，每年有
100 多万人因烟草失去生命 [2]。香烟烟雾中含有
4000 多种化学物质，不仅会引起慢性阻塞性肺疾
病、支气管炎、哮喘和肺癌等呼吸系统疾病，还
会导致动脉粥样硬化、脑卒中、冠心病及高血压
等心血管疾病 [3-4]。研究表明，吸烟可以显著增
加高血压的发病风险 [5-6]。5- 羟色胺（5-hydroxy-
tryptamine，5-HT）在人体中枢及外周组织中分布
广泛，5-HT 及其受体在心血管功能调节中存在
重要的作用，研究表明中风或者高血压患者血浆
中的 5-HT 水平显著增加，5-HT 可以引起血管收
缩，目前认为其诱导的血管收缩是 5-HT1B 受体所
介导。5-HT1B 是介导血管收缩和维持血管张力的
主要受体亚型 [7-9]。沉默信息调节因子 SIRT1 属于
NAD ＋依赖的去乙酰化酶，可调节细胞增殖、凋
亡、分化、衰老和代谢，SIRT1 通路的激活可以
舒张血管，降低血压。研究表明吸烟者 SIRT1 的
表达水平显著降低 [10-11]。白藜芦醇（resveratrol，
RSV）存在于虎杖、葡萄、花生等植物中，属于
多酚类天然化合物，是一种 SIRT1 激活剂，不
仅有较强的心血管保护作用，还具有抗炎、抗氧
化、抗菌、抗肿瘤、抗衰老和抗神经退行性变性
疾病等药理作用 [12-13]。白藜芦醇对自发性高血压
大鼠、血管紧张素Ⅱ诱导的高血压大鼠模型和环
孢菌素 A 诱导的高血压大鼠模型等均具有明显的
降压作用 [14-16]。AMP 依赖的蛋白激酶（adenosine 
5'-monophosphate-activated protein kinase，AMPK）
是生物能量代谢调节的关键分子，AMPK 对血
压调控有重要作用，激活 SIRT1/AMPK 可以降
低血压 [17-18]。课题组前期研究表明香烟烟雾颗粒
（DSP）上调内皮素受体和肾上腺素α1 受体诱导
血管平滑肌收缩 [19-20]，然而，其调节 5-HT 受体的
作用及其机制还不十分清楚。因此，本实验采用
离体动脉培养模型和大鼠被动吸烟模型，研究香
烟烟雾和白藜芦醇调节 5-HT 介导的收缩反应及其
机制，为吸烟相关心血管疾病的预防和治疗提供
新的思路与依据。
1　材料

1.1　实验动物

　　SD 大鼠，SPF 级雄性，体质量 200 ～ 250 g，
6 ～ 8 周龄 [ 成都达硕实验动物有限公司，实验动
物许可证号：SCXK（川）2020-030]，大鼠自由饮
食饮水。

1.2　试药

　　5-HT（Sigma-Aldrich，批号：SLCF8396），
AMPK 通路激活剂 AICAR（Med Chem Express，批
号：13417），白藜芦醇（纯度≥ 98%，上海源叶，
批号：R19J12S138196），5HT1B 受体抗体（Abcam，
批号：ab52025），p-AMPK 抗体（CST，批号：
2535S），AMPK 抗体（CST，批号：2532S），SIRT1
抗 体（批 号：13161-1-AP）、GAPDH 抗 体（批 号：
60004-1-Ig）（Proteintech）。
1.3　仪器

　　DMT 630M 离体微血管张力测定系统（丹麦
DMT 公司）；HF240 CO2 培养箱（力新仪器上海有
限公司）；动物无创血压测量系统（CODA8，美国
Kent 公司）；化学发光系统（英国 Gene 公司）。
2　方法

2.1　DSP 的制备

　　采用先前的研究方法，将 3 支燃烧的香烟在
负压条件下通过吸滤器及脱脂棉球，脱脂棉球充
分吸收烟雾颗粒后将其充分溶解在 1 mL DMSO
中，过滤除菌，即得 DSP[19-20]。
2.2　肠系膜动脉环培养

　　分离 SD 大鼠肠系膜动脉，0.1% Triton X-100
去除肠系膜动脉内皮，去除内皮的动脉剪成约 2 
mm 的动脉环，将动脉环置于每孔含 1 mL DMEM
高糖培养基的 24 孔培养板中，为了研究不同浓
度 DSP 对 5-HT 受体激动剂诱导血管收缩的影
响，将肠系膜动脉血管在含不同质量浓度 DSP
（0.1、0.2、0.4 μL·mL － 1）的 DMEM 液中培养
24 h，梯度累加法加入 5-HT；为了研究不同时间
对 DSP 诱导血管收缩的影响，将肠系膜动脉在含
DSP 0.2 μL·mL － 1 的 DMEM 液中培养不同的时
间（0、12、24、48 h），离体肌张力描记技术比
较每组血管收缩程度；为了研究 SIRT1 通路激活
剂白藜芦醇及 AMPK 通路激活剂 AICAR 对 5-HT
介导的收缩反应的影响，0.2 μL·mL － 1 的 DSP
和 SIRT1 通路激活剂（100 μmol·L － 1）或 AMPK
通路激活剂 AICAR（10 μmol·L － 1）共培养 24 h，
等体积溶剂 DMSO 为对照。
2.3　大鼠被动吸烟模型

　　32只 SD 大鼠随机分为4组：正常对照（Control）
组；香烟烟雾暴露（cigarette smoke exposure，CSE）
组；CSE ＋白藜芦醇小剂量（RSV 75 mg·kg－ 1）组；
CSE ＋白藜芦醇大剂量（RSV 150 mg·kg － 1）组，
香烟烟雾暴露采用先前的研究方法，将大鼠置于吸
烟室中，每次被动吸烟 5 支，持续 2 h，每日 2 次，
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持续 8 周，正常对照组暴露在新鲜空气中 [21]。大
鼠吸烟 4 周后，使用白藜芦醇 75 mg·kg － 1 和 150 
mg·kg－ 1 进行灌胃给药，每日 1 次，连续 4 周。
2.4　大鼠无创血压测量

　　第 8 周采用 CODA 无创血压仪测量系统记录
大鼠尾动脉收缩压和舒张压。
2.5　离体肌张力描记

　　恒温离体浴槽内加入 5 mL Na ＋ -PSS 溶液，
将大鼠动脉环穿入 2 根 40 μm 的金属丝固定于
浴槽内。固定好的动脉环平衡 40 min 后加入 60 
mmol·L－ 1 K ＋ -PSS 溶液检验动脉环收缩活性，
内皮依赖性舒张因子乙酰胆碱检测内皮是否去
除完全，采用梯度累加法加入 5-HT 受体激动剂
5-HT（1×10－ 8 ～ 1×10－ 4 mol·L－ 1），记录 5-HT
诱导的收缩曲线。
2.6　Western blot 法检测相关蛋白

　　动脉组织使用 RIPA 裂解液低温匀浆，提取
总蛋白，蛋白经电泳后转至 PVDF 膜，5% 脱脂
牛奶室温封闭 2 h，一抗 4℃过夜，二抗室温孵育
1 h，ECL 发光试剂显影，化学发光成像系统进行
拍照，检测目标条带的光密度值，分析相关蛋白
表达。
2.7　统计学分析

　　所有数据用均数 ±标准差表示。采用单因
素方差分析（ANOVA）和 Dunnett-t 检验进行多
组数据间的比较，P＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　DSP 对 5-HT 介导的收缩反应的影响

　　图 1 结果表明，与溶剂对照 DMSO 相比，0.2
和 0.4 μL·mL－ 1 的 DSP 可以明显增强 5-HT 的收
缩作用（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）；与 0 h 相比，培
养 12 h 和 24 h 血管收缩作用显著增强，与 0 h Emax

（163.6±17.1）% 相比，DSP 培养 12 h 和 24 h Emax

为（213.7±24.5）% 和（298.9±30.9）%（P ＜ 0.05，
P ＜ 0.01）。 结 果 表 明，0.2 μL·mL－ 1 和 0.4 
μL·mL－ 1 DSP 均可以显著增强 5-HT 诱导的收缩
反应，0.2 μL·mL－ 1 DSP 培养 12 h 和 24 h 均可增
强 -HT 诱导的收缩反应，培养 24 h 收缩反应最强。
因此后续实验 DSP 浓度选择为 0.2 μL·mL－ 1，培
养时间为 24 h。
3.2　SIRT1 通路激活剂白藜芦醇对 5-HT 介导的

收缩反应的影响

　　0.2 μL·mL－ 1 的 DSP 和 AMPK 通 路 激 活
剂白藜芦醇（100 μmol·L－ 1）共培养 24 h，与
DSP 组相比，白藜芦醇可以显著降低 5-HT 诱导

的收缩反应，白藜芦醇 Emax 从（294.4±37.3）%
降 低 为（147.3±22.5）%（P ＜ 0.01）（见 图 2）。
Western blot 法检测结果表明，DSP 组 5-HT1B 受
体表达升高，SIRT1 蛋白表达降低，而 DSP ＋

RSV 组 5-HT1B 受体蛋白降低，SIRT1 蛋白表达升
高。结果表明白藜芦醇显著降低 DSP 诱导的血管
收缩反应（见图 3）。

图 2　白藜芦醇对 5-HT 介导收缩的影响

Fig 2　Effect of RSV on 5-HT induced contraction
注（Note）：与 DMSO 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 DSP

组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（vs the DMSO group，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01；vs the DSP group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

图 1　DSP 对 5-HT 介导的浓度 - 收缩曲线（A）和时间 - 收缩曲线

（B）的影响 
Fig 1　Effect of DSP on concentration-contractile curve（A）and time-
contractile curve（B）mediated by 5-HT

注（Note）：与 DMSO 组相比，*P＜0.05，**P＜0.01；与0 h 相比，
#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（vs the DMSO group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；
vs the 0 h，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。
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3.3　AMPK 通路激活剂 AICAR 对 5-HT 介导的收

缩反应的影响

　　0.2 μL·mL－ 1 的 DSP 和 AMPK 通 路 激 活 剂
AICAR（10 μmol·L－ 1）共培养 24 h，结果表明，
与 DSP 组相比，AICAR 可以显著降低 5-HT 诱导
的收缩反应，AICAR Emax 从（288.3±34.0）% 降低
为（230.6±36.9）%（P ＜ 0.05）（见 图 4）。Western 
blot 检测结果表明，DSP 组 5-HT1B 受体表达升高，
p-AMPKα/AMPKα 蛋白表达降低，而 DSP＋AICAR
组 5-HT1B 受体蛋白降低，p-AMPKα/AMPKα 蛋白表
达升高。结果表明 AMPK 通路激活剂 AICAR 显著
降低 DSP 诱导的血管收缩反应（见图 5）。

图 4　AICAR 对 5-HT 介导收缩的影响。

Fig 4　Effect of AICAR on 5-HT induced contraction
注（Note）：与 DMSO 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 DSP

组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（vs the DMSO group，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01；vs the DSP group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

3.4　SIRT1 通路激活剂白藜芦醇对被动吸烟大鼠

血压的影响

　　SD 大鼠经烟雾暴露 8 周后，与正常对照组
相比，CSE 组大鼠收缩压和舒张压均明显升高
（P ＜ 0.05），表明烟雾暴露可以引起大鼠血压升
高，而白藜芦醇大剂量组大鼠收缩压和舒张压均
明显降低，表明白藜芦醇可以显著降低大鼠烟雾
暴露引起的血压升高（见图 6）。

3.5　白藜芦醇对动吸烟大鼠肠系膜动脉收缩的影响

　　与正常对照组相比，CSE 组明显增强了5-HT 介
导的收缩反应，白藜芦醇大剂量组显著降低了收缩
反应（见图 7）。Western blot 检测结果表明，CSE 组
5-HT1B 受体蛋白表达显著升高，SIRT1 和 p-AMPKα/
AMPKα 蛋白表达降低，而 RSV 组 5-HT1B 受体蛋白
表达降低，SIRT1 和 p-AMPKα/AMPKα 蛋白表达升
高（见图 8）。

图 3　RES 对 5-HT1B 受体和 SIRT1 蛋白的表达的影响

Fig 3　Effect of RES on the protein expression of 5-HT1B receptor and SIRT1
注（Note）：与 DMSO 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 DSP 组相比，#P ＜ 0.05（vs the DMSO group，*P ＜ 0.05；vs the DSP group，

#P ＜ 0.05）。

图 5　AICAR 对 5-HT1B 受体和 p-AMPKα/AMPKα 蛋白的表达的影响

Fig 5　Effect of AICAR on protein expression of 5-HT1B receptors and p-AMPKα/AMPKα
注（Note）：与 DMSO 组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 DSP 组相比，#P ＜ 0.05（vs the DMSO group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；vs the 

DSP group，#P ＜ 0.05）。
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4　讨论

　　吸烟严重危害人类的健康，吸烟与动脉收缩
反应增强密切相关，然而吸烟导致动脉收缩及高
血压的分子机制尚不清楚 [22-23]。本研究采用离体
动脉血管培养技术和动物体内实验从大鼠肠系膜
动脉平滑肌收缩功能和相关蛋白表达研究了香烟
烟雾上调 5-HT1B 受体介导的血管收缩反应。研究
结果表明香烟烟雾可升高大鼠血压，体外和体内
研究均表明香烟烟雾显著增强肠系膜动脉平滑肌
的 5-HT1B 受体介导的收缩反应，而白藜芦醇可以
降低香烟烟雾诱导的血压升高，并且抑制 5-HT
引起的血管收缩增强和减少 5-HT1B 蛋白的表达，
白藜芦醇可以显著降低香烟烟雾引起的血压升高
和血管收缩。
　　5-HT 在血管痉挛中起重要作用，高血压患者
对 5-HT 的反应性明显增高 [24-25]，高血压大鼠肠
系膜动脉 5-HT 受体的 mRNA 和蛋白质表达均明
显增加 [26]。本研究结果表明，DSP 诱导 5-HT 引

起的血管收缩作用呈明显的浓度依赖性和时间依
赖性，香烟烟雾暴露使 5-HT 引起的血管收缩作
用明显增强，DSP 和香烟烟雾暴露均使 5-HT1B 受
体的表达增加，表明香烟烟雾引起的血压升高和
血管收缩可能与 5-HT1B 受体有关。使用 SIRT1 通
路激活剂白藜芦醇与 DSP 共同培养 24 h，DSP 升
高 5-HT1B 受体表达，降低 SIRT1 蛋白表达，白藜
芦醇可以明显抑制 5-HT 诱导的收缩反应，降低
5-HT1B 受体表达，升高 SIRT1 蛋白表达。AMPK
的激活具有保护心血管的作用，AICAR 可以显著
的抑制 DSP 诱导的收缩反应，降低 5-HT1B 受体表
达，升高 p-AMPKα/AMPKα 蛋白表达。香烟烟雾
暴露 8 周显著升高大鼠的收缩压和舒张压，白藜
芦醇给药 4 周可以明显降低香烟烟雾暴露大鼠的
血压，降低 5-HT 介导的收缩反应和 5-HT1B 受体
的表达，升高 SIRT1 蛋白和 p-AMPK/AMPKα 蛋
白的表达。
　　综上所述，本研究发现香烟烟雾可以引起
大鼠肠系膜动脉收缩和血压升高，白藜芦醇可
以改善香烟烟雾诱导的血压升高，改善血管的
收缩功能障碍，为治疗高血压等心血管疾病提
供实验依据。

图 6　白藜芦醇对被动吸烟大鼠血压的影响

Fig 6　Effect of AICAR on 5-HT induced contraction
注（Note）：与正常对照组相比，*P ＜ 0.05；与 CSE 组相比，

#P ＜ 0.05（vs the normal control group，*P ＜ 0.05；vs the CSE group，
#P ＜ 0.05）。

图 7　白藜芦醇对 5-HT 介导收缩的影响

Fig 7　Effect of RSV on 5-HT induced contraction
注（Note）：与正常对照组相比，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与 CSE

组相比，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01（vs the normal control group，*P ＜ 0.05，
**P ＜ 0.01；vs the CSE group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01）。

图 8　RSV 对 5-HT1B 受体，SIRT1 和 p-AMPKα/AMPKα 蛋白的表达

的影响

Fig 8　Effect of RSV on protein expression of 5-HT1B receptor，SIRT1 
and p-AMPKα/AMPKα

注（Note）：与正常对照组相比，*P ＜ 0.05；与 CSE 组相比，
#P ＜ 0.05（vs the normal control group，*P ＜ 0.05；vs the CSE group，
#P ＜ 0.05）。
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金嗓散结丸体外溶出行为的研究

汪海宣，程庆兵，郑正，许倩，刘静，陶俊钰*（合肥市食品药品检验中心，合肥　230088）

摘要：目的　建立金嗓散结丸体外溶出测定方法，并对其溶出情况进行评价。方法　采用桨法，

分别以水、0.1 mol·L － 1 盐酸溶液、人工胃液和 pH 6.8 磷酸盐缓冲液为溶出介质，体积 1000 
mL，转速 100 r·min － 1。采用 HPLC 测定金嗓散结丸中 2 种成分的累积溶出量。绘制溶出曲

线图，以人工胃液为参比，采用相似因子（f2）法进行溶出度比较。采用不同的数据模型对溶

出数据进行模型拟合，确定金嗓散结丸的最佳溶出模型。结果　在人工胃液和 0.1 mol·L － 1

盐酸溶液中，不同批次的金嗓散结丸 2 种指标成分溶出行为差异性较小，120 min 溶出达到

平衡，同一样品 2 种指标成分的溶出呈现同步性。在水和 pH 6.8 磷酸盐缓冲液中绿原酸和黄

芩苷溶出量较低。在水中，其溶出行为存在显著性差异。各批次金嗓散结丸 2 种指标成分的

溶出数据拟合结果略有不同，主要以 Weibull 方程的数据模型最佳。结论　金嗓散结丸在 0.1 
mol·L － 1 盐酸中更有利于其指标成分的溶出，偏碱性溶液对指标成分的溶出影响较大。该研

究准确可靠，可用于金嗓散结丸的质量控制，同时也为其质量一致性评价研究及工艺的分析

改进提供了数据支撑。

关键词：金嗓散结丸；溶出行为；HPLC；溶出曲线；相似因子

中图分类号：R283.6，TQ461　　文献标识码：A　　文章编号：1672-2981(2023)07-1781-05
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.015

Dissolution behaviors of Jinsang Sanjie pills

WANG Hai-xuan, CHENG Qing-bing, ZHENG Zheng, XU Qian, LIU Jing, TAO Jun-yu* (Hefei 
Center for Food and Drug Control, Hefei  230088)

Abstract: Objective  To determine and evaluate the in vitro dissolution of Jinsang Sanjie pills. Methods  
Water, 0.1 mol·L－ 1 hydrochloric acid solution, artificial gastric juice and pH 6.8 phosphate buffer 
were used as the dissolution media by paddle method with a volume of 1000 mL and a rotation speed of 
100 r·min－ 1. The cumulative dissolution of the two components in Jinsang Sanjie pills was determined 
by HPLC. The dissolution curve was obtained, and the dissolution degree was compared by f2 similarity 
factor method with the artificial gastric juice as the reference. Different data models were used to fit 
the dissolution data to determine the optimal dissolution model of Jinsang Sanjie pills. Results  There 
was limited difference in the dissolution behavior of the two index components in different batches of 
Jinsang Sanjie pills in both the artificial gastric juice and 0.1 mol·L－ 1 hydrochloric acid solution. The 
dissolution reached equilibrium within 120 min. The two index components in the same sample showed 
synchronized dissolution. Lower amounts of chlorogenic acid and baicalin were dissolved in water and 
pH 6.8 phosphate buffer. In water, the dissolution behavior was significantly different. The fitting of 
dissolution data of each batch of Jinsang Sanjie pills was slightly different, and Weibull model was the 
best. Conclusion  Jinsang Sanjie pills is dissolve better in 0.1 mol·L－ 1 hydrochloric acid. Alkaline 
solution has a greater effect on the dissolution of the index components. This method is accurate and 
reliable, which can be used fo the quality control of Jinsang Sanjie pills, and provide data support for the 
quality consistency evaluation and process analysis improvement. 
Key words: Jinsang Sanjie pill; dissolution behavior; HPLC; dissolution curve; similarity factor

基金项目：安徽省药品监督管理局科技创新项目（编号：AHYJ-KJ-202122）。
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　　丸剂是我国的传统剂型，是由中药材细粉
末，或者中药材的提取物混合适宜的黏合剂或其
他辅料制备而成的球形或类球形的制剂。而依据
其所含赋形剂的不同，又可将丸剂分为水丸、蜜
丸、水蜜丸、浓缩丸、糊丸、蜡丸 [1]。金嗓散结
丸是由马勃、莪术（醋炒）、金银花、黄芩、玄
参、丹参、板蓝根、蒲公英等 16 味中药提取制
成的棕黑色的水蜜丸，具有清热解毒、活血化瘀、
利湿化痰的功效。常用于热毒蕴结、气滞血瘀所
致的声音嘶哑、声带充血、肿胀；慢性喉炎、声
带小结、声带息肉见上述证候者 [2]。收载于《中
国药典》2020 年版一部 [2]。目前，金嗓散结丸的
相关研究主要集中于含量测定 [3] 和临床研究 [4-9]

等方面，关于其体外释放和溶出行为未见相关报
道。为全面研究比较金嗓散结丸的体外释放和溶
出行为，考察其生物利用度，本研究考察了金嗓
散结丸相关成分的含量测定和溶出度的测定方
法 [10]。并依据国家药品监督管理局颁布的《普通
口服固体制剂溶出曲线测定与比较指导原则》[11]，
分别考察处方中金银花和黄芩的主要成分绿原
酸 [12-13] 和黄芩苷 [14-15] 的累计溶出量，考察不同
批次在 4 种溶出介质中的溶出行为，并以人工胃
液为参比，对溶出曲线进行比较，拟合不同模型
的溶出方程并进行评价，为金嗓散结丸的质量评
价提供一定的数据参考。
1　材料

1.1　试药

　　金嗓散结丸（西安碑林药业股份有限公司，批
号：WA121030543、WA121040643、WA121040663、
WA121040703、WA121040792、WA121040802） 均
为市售品；黄芩苷（批号：110715-202122，纯度：
94.2%）、 绿 原 酸（批 号：110753-202119， 纯 度：
96.3%）（中国食品药品检定研究院）；甲醇、乙腈
（色谱纯，美国 Fisher 公司）；盐酸、磷酸二氢钾、
磷酸氢二钾、磷酸、胃蛋白酶为分析纯，人工胃液
为自制（取稀盐酸 16.4 mL，加水 800 mL 与胃蛋白
酶 10 g，摇匀后，加水稀释至 1000 mL），色谱用
水为超纯水机制备，试验用纯化水为自制。
1.2　仪器

　　XPE-205 型分析用电子天平（瑞士梅特勒托
利多科技有限公司）；自动在线溶出度液相联用
系统（AOD-LC3100）：由 UDT-812A-12 型溶出
仪（美国 LOGAN 公司）、WY 3100 型高效液相色
谱仪（安徽皖仪科技有限公司）和液相溶出联用
平台组成；Milli-Q 超纯水机（美国 Millipore）。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　混合对照品溶液　精密称取绿原酸对照品
和黄芩苷对照品适量，分别置 50 mL 量瓶中，加
甲醇溶解并稀释至刻度，即得 1.018 mg·mL－ 1、
1.012 mg·mL－ 1 的对照品储备液。分别精密量
取上述对照品储备液适量置同一量瓶中，分别加
甲醇依次稀释制成分别含绿原酸 2.036、4.072、
6.108、10.018、16.126 μg·mL－ 1，含黄芩苷 0.506、
1.013、2.027、4.054、8.108 μg·mL－ 1 的溶液，
作为标准曲线用对照品溶液。分别取绿原酸和黄
芩苷对照品储备液 2 mL 置同一 100 mL 量瓶中，
用甲醇稀释至刻度，摇匀，作为重复性试验用对
照品溶液。
2.1.2　供试品溶液　取水、0.1 mol·L－ 1 盐酸溶
液、人工胃液和 pH 6.8磷酸盐缓冲液为溶出介质，
按《中国药典》2020 年版四部通则 0931 溶出度与
释放度测定法第二法（桨法）操作，转速为 100 
r·min－ 1，温度为 37.0℃；取金嗓散结丸 10 粒，
每种溶出介质 6 份，精密称定后投入溶出杯中，
同时启动自动在线溶出度液相联用系统，分别在
10、20、30、45、60、90、120、180 min 取样测
试分析，每次取样 1 mL，同时补充同等温度和体
积的溶出介质。
2.1.3　含量测定溶液 [2]　取金嗓散结丸（批号：
WA121030543）100 粒，精密称定，求得平均粒
重，研细，精密称取粉末约 1 g，置具塞棕色三
角瓶中，精密加入 50% 甲醇 25 mL，称定重量，
超声（功率1000 W，频率50 kHz）30 min，放冷，
再称定重量，用 50% 甲醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液。
2.2　色谱条件

　　色谱注：phenomenex Luna C18（2）（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；以 0.2% 磷酸溶液为流动相 A，
乙腈为流动相 B，进行梯度洗脱（0 ～ 10 min，
95%A；10 ～ 70 min，95% → 60%A，70 ～ 71 
min，60% → 95%A，71 ～ 80 min，95%A）；流
速为 1.0 mL·min－ 1；柱温为 30℃；进样量为 20 
μL；检测波长为 330 nm。
2.3　方法学考察

2.3.1　专属性　取 50% 甲醇溶液作为空白溶液，
另取混合对照品溶液，含量测定溶液，均按“2.2”
项下方法测定。空白溶液色谱图中 2 种成分相应
保留时间处无色谱峰出现，辅料及溶剂对测定无
干扰。色谱图见图 1。
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图 1　混合对照品（A）、含量测定溶液（B）及空白溶液（C）的

HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of mixed reference（A），content 
determination solution（B），and blank solution（C）

2.3.2　线性关系、检测限和定量限　取“2.1.1”项
下标准曲线用对照品溶液，进样测定，以质量浓
度（μg·mL－ 1）为横坐标，对应的峰面积为纵坐
标绘制标准曲线，得到绿原酸和黄芩苷的回归方
程分别为 y ＝ 17.42x － 3.012（r ＝ 0.9997）、y ＝

55.34x ＋ 4.507（r ＝ 0.9994），绿原酸和黄芩苷
分别在 2.036 ～ 16.126 μg·mL－ 1、0.506 ～ 8.108 
μg·mL－ 1 与峰面积呈良好的线性关系。另取混
合对照品溶液适量，用甲醇稀释至适当浓度，当
信噪比（S/N）为 3∶1 时测得黄芩苷和绿原酸检
测限分别为 4.88、4.91 ng，定量限分别为 14.86、
17.12 ng。
2.3.3　精密度试验　取“2.1.1”项下混合对照品
溶液，连续进样分析 6 次，结果黄芩苷峰面积的
RSD 为 0.080%，绿原酸的峰面积 RSD 为 0.070%，
表明仪器精密度良好。
2.3.4　 重 复 性 试 验　 取 金 嗓 散 结 丸（批 号：
WA121030543）6 份，按“2.1.2”项下方法制备，
以 4 种溶出介质 120 min 取样的溶液作为供试品
溶液，进样测定，记录 4 种溶出介质中黄芩苷和

绿原酸的峰面积并计算溶出度，其溶出度 RSD 均
小于 5.0%，表明该方法的重复性良好。
2.3.5　稳定性试验　取“2.1.2”项下的 4 种溶出
介质的供试品各 1 份，分别于 0、2、4、8、12、
24 h 进样测定分析，计算得出每种溶出介质中黄
芩苷和绿原酸峰面积，结果其峰面积的 RSD 均小
于 2.0%，表明供试品在 24 h 内稳定。
2.3.6　加样回收试验　精密称取已知绿原酸和黄
芩苷含量的金嗓散结丸（批号：WA121030543）
粉末 6 份，每份约 0.25 g，分别置 50 mL 量瓶中，
每份分别加入绿原酸对照品储备液 1.0 mL 和黄
芩苷对照品储备液 0.5 mL，加 50% 甲醇超声 30 
min，放冷，加 50% 甲醇稀释至刻度，摇匀。每
份分别精密量取 4 组 5 mL 分别置 25 mL 量瓶中，
分别用水、0.1 mol·L－ 1 盐酸溶液、人工胃液和
pH 6.8 磷酸盐溶液稀释至刻度，摇匀，滤过，取
续滤液进样分析，计算回收率及 RSD，绿原酸和
黄芩苷的平均回收率分别为 97.6%、98.4%，RSD
分别为 0.90%、1.2%，表明该方法准确度良好。
2.3.7　含量的测定　取“2.1.3”项下样品溶液，
进样测定，分别计算 6 批样品中的绿原酸和黄芩
苷的含量，结果见表 1。

表 1　绿原酸和黄芩苷的含量测定结果 (n ＝ 2，mg·g － 1) 
Tab 1　Content of chlorogenic acid and baicalin (n ＝ 2，mg·g － 1)

批号 绿原酸 黄芩苷

WA121030543 7.83 1.85
WA121040643 7.76 1.80
WA121040663 7.78 1.65
WA121040703 7.81 1.88
WA121040792 7.68 1.68
WA121040802 7.72 1.74

2.4　溶出行为曲线的绘制与评价

2.4.1　溶出行为曲线的测绘制　依据《指导原则》
按“2.1”和“2.2”项下方法制备供试品溶液并测试
分析，根据“2.3.6”项下各批次中的绿原酸和黄芩
苷的含量，计算出各时间段的累计溶出量。以溶出
时间（min）为横坐标，目标成分累计溶出量（%）
为纵坐标，绘制 2 种成分的溶出曲线，见图 2 ～ 3。
2.4.2　溶出曲线评价　参照相关文献 [16] 及《指导
原则》，以人工胃液为溶出介质的溶出样品为参
比样品，采用非模型依赖相似因子（f2）分别对各
溶出行为进行评价，f2 的计算公式：

　　f2 ＝ 100/（F √1 ＋ 1/nσ n
t ＝ 1（Rt － Tt）

2 ）

　　其中 Rt 为参比样品在 t 时间内的累计溶出量，
Tt 为试验样品在 t 时间内的累计溶出量，本次研
究对选取的 8 个时间点（10、20、30、45、60、
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90、120、180 min）进行溶出曲线拟合并评价，结
果见表 2 ～ 3。试验表明样品在 0.1 mol·L － 1 盐
酸中的溶出度较好，且 6 批次的溶出行为相似，
在水和 pH 6.8 磷酸盐缓冲液中的溶出行为差异相
对较大。
2.5　溶出模型拟合

　　以批号为 WA121030543 的样品作进一步研究，
采用模型依赖法零级释放方程 F ＝ k0（t － Tlag）、
一级释放方程 F ＝ 100{1 － Exp[ －（t － Ti）β/α]}、
Weibull 方 程 F ＝ 100{1 － Exp[ －（t － Ti）β/α]}、
Higuchi with Tlag 方程 F ＝ kH（t － Tlag）0.5、Kors-
meyer-Peppas with Tlag 方程 F ＝ kKP（t － Tlag）n、
Quadratic with Tlag 方 程 F ＝ k1（t － Tlag）0.5 ＋ k2

（t － Tlag）分别对目标成分绿原酸和黄芩苷在 0.1 
mol·L－ 1 盐酸溶液中释放行为进行拟合，结果见表
4，各指标的拟合数据稍有差异，但是各拟合的趋
势基本一致，主要以 Weibull 方程的数据模型最佳。

3　讨论

　　由于金嗓散结丸为水蜜丸，处方组成较多，
在 0.1 mol·L－ 1 盐酸中溶出物质成分复杂，本
次研究以金银花中的绿原酸和黄芩中的绿原酸
为代表来评价其体外溶出情况，本方法中以乙
腈 -0.2% 磷酸溶液为流动相，进行梯度洗脱并调
节比例，最终绿原酸峰和黄芩苷峰与相邻峰达到
良好的分离效果，分离度均大于 1.5，理论板数
均大于 3000；考虑到水蜜丸的溶散特性，本次
研究采用 75、100、120 r·min － 1 进行转速选择，
结果发现在 75 r·min － 1 时部分样品溶散不完全，
在 100 和 120 r·min － 1 时绿原酸和黄芩苷的溶
出量无显著差异，且在溶出达到平衡时累计溶出
量基本可达到 85% 以上。依据《指导原则》[11] 应
当在适当、温和的试验条件下进行溶出度试验的
要求，确定转速为 100 r·min － 1。
　　因绿原酸在碱性条件下不稳定，溶出介质在
pH 6.8 磷酸盐缓冲液及人工肠液条件下，对绿原
酸和黄芩苷体外释放无显著差异；以水为溶出介
质时，目标成分溶出行为存在明显差异；以 0.1 
mol·L－ 1 盐酸溶液和人工胃液中，不同批号的
金嗓散结丸的 2 种指标成分溶出行为差异性较小，
在 120 min 溶出达到平衡，2 种指标成分的溶出
呈现同步性。
　　影响水蜜丸工艺的因素主要有不同药粉细度
及不同烘干时间等 [1]。基于原辅料来源的不同，
制剂有效成分的溶出过程将会因成型工艺、原辅
料等因素而有所差异，对于药品的有效性及安全
性均有一定的影响。目前代表药物生物等效性
的评价试验主要采用溶出度检测和生物效价评
价 [17]，为保证不同厂家及批次金嗓散结丸的生物

表 2　不同溶出介质间目标成分相似因子比较 
Tab 2　Indicator f2 of different dissolution media

溶出介质 绿原酸 黄芩苷

0.1 mol·L － 1 盐酸溶液 97.55 74.79

水 42.82 47.03

pH 6.8 磷酸盐缓冲液 32.99 33.78

表 3　不同批次间目标成分相似因子比较 
Tab 3　Indicator f2 of different batches

批次 绿原酸 黄芩苷

WA121030543 97.55 74.79

WA121040643 96.42 76.18

WA121040663 96.17 75.64

WA121040703 97.12 74.95

WA121040792 95.88 74.15

WA121040802 94.92 76.22

图 2　金嗓散结丸中绿原酸在 4 种溶出介质中的溶出曲线

Fig 2　Dissolution curve of chlorogenic acid in Jinsang Sanjie pills in 4 
dissolution media

图 3　金嗓散结丸中黄芩苷在 4 种溶出介质中的溶出曲线

Fig 3　Dissolution curve of baicalin in Jinsang Sanjie pill in 4 
dissolution media
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等效性，本研究对金嗓散结丸中多种成分的溶出
曲线进行研究，更加全面、客观、准确地反映了
该制剂的体外溶出情况，为其质量控制、工艺改
进及质量一致性评价提供数据支撑。
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表 4　样品中 2 种目标成分在 0.1 mol·L－ 1 盐酸溶液中释放模型拟合 
Tab 4　Fitting of dissolution model of the two target components in the sample in 0.1 mol·L－ 1 hydrochloric acid solution

目标成分 模型 拟合方程 r

绿原酸 零级释放方程 F ＝ 0.537（t － 32.872） 0.8954

一级释放方程 F ＝ 100{1 － Exp[ － 0.02（t － 9.089）]} 0.9888

Weibull 方程 F ＝ 100{1 － Exp[ －（t － 4.676）1.321/202.734]} 0.9962

Higuchi with Tlag 方程 F ＝ 8.471（t － 14.433）0.5 0.9642

Korsmeyer-Peppas with Tlag 方程 F ＝ 10.370（t － 11.228）0.46 0.9547

Quadratic with Tlag 方程 F ＝ 0.000 003 3（t － 0.989）0.5 ＋ 0.001（t － 0.989） 0.9906

黄芩苷 零级释放方程 F ＝ 0.522（t － 39.583） 0.9041

一级释放方程 F ＝ 100{1 － Exp[ － 0.02（t － 7.297）]} 0.9899

Weibull 方程 F ＝ 100{1 － Exp[ －（t ＋ 2.22）1.496/505.511]} 0.9960

Higuchi with Tlag 方程 F ＝ 8.294（t － 8.885）0.5 0.9653

Korsmeyer-Peppas with Tlag 方程 F ＝ 9.912（t － 9.345）0.461 0.9661

Quadratic with Tlag 方程 F ＝－ 0.000 05（t － 3.424）0.5 ＋ 0.014（t － 3.424） 0.9952

注（Note）：F. 累计溶出量（cumulative dissolution）；t. 累计溶出时间（cumulative dissolution time）。
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基于网络药理学及实验验证探究益肾活血方 
治疗肾纤维化的作用机制

姚玲1，程靖1，邱璐琦2*（1. 黄山市产品质量检验研究院 药品检验部，安徽　黄山　245000；2. 浙江中医药大学附属第三

医院 中药药剂科，杭州　310000）

摘要：目的　采用网络药理学、分子对接技术结合动物实验，探讨益肾活血方治疗肾纤维

化的作用机制。方法　通过 TCMSP 数据库获取益肾活血方的活性成分和作用靶点；采用

GeneCards、OMIM、PharmGkb 和 TTD 数据库获取肾纤维化的疾病靶点，构建“益肾活血

方成分 - 疾病靶点”网络图；采用 STRING 数据库构建蛋白质 - 蛋白质相互作用网络（PPI）；

使用 R 软件进行 GO 功能及 KEGG 通路富集分析；对活性成分与关键靶点进行分子对接验

证。动物实验采用腺嘌呤灌胃制备肾纤维化小鼠模型，给予益肾活血方灌胃治疗，连续 2 周。

Masson 染色检测小鼠肾脏胶原纤维沉积水平。ELISA 法测定肾脏组织 Col-I 和 FN 蛋白水平。

qRT-PCR 法验证分子对接结果。Western blot 法检测小鼠肾组织 E-cadherin、α-SMA、TP53 和

STAT3 蛋白水平。结果　发现关键活性成分为槲皮素、木犀草素、山柰酚、丹参酮ⅡA 等。

核心靶点网络显示其关键靶点为 STAT3、TP53、HSP90AA1 等。富集分析发现益肾活血方

可能通过调控 PI3K-Akt、AGE-RAGE、TNF 等信号通路改善肾纤维化。分子对接结果验证

了槲皮素、木犀草素和丹参酮ⅡA 等与核心靶点均具有较强的结合能力。动物实验表明，益

肾活血方能有效改善肾纤维化小鼠肾脏胶原纤维沉积，降低 Col-I 和 FN 蛋白表达水平，降低

E-cadherin 蛋白表达，促进α-SMA 表达，还可显著下调 TP53、STAT3 的表达。结论　益肾活

血方可能是通过槲皮素、木犀草素和丹参酮ⅡA 等关键活性成分作用于 STAT3、TP53 等靶点

改善肾纤维化。

关键词：益肾活血方；网络药理学；分子对接；肾纤维化；实验验证

中图分类号：R285　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1786-08
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Effect of Yishen Huoxue decoction on renal fibrosis and related mechanism 
based on network pharmacology and experimental verification

YAO Ling1, CHENG Jing1, QIU Lu-qi2* (1. Department of Drug Testing, Huangshan Institute for  
Product Quality Inspection Huangshan  Anhui  245000; 2. Department of Chinese Medicine Pharmacy, 
The Third Affiliated Hospital of Zhejiang University of Chinese Medicine, Hangzhou  310000)

Abstract: Objective  To determine the effect of Yishen Huoxue decoction on renal fibrosis  and 
related mechanismby network pharmacology, molecular docking technology and animal experiments. 
Methods  The active components and targets of each single medicine of Yishen Huoxue decoction 
were obtained by TCMSP database. GeneCards, OMIM, PharmGkb and TTD databases were used to 
identify the disease targets for renal fibrosis. The network diagram of components and disease targets 
of Yishen Huoxue decoction was established. STRING database was used to estalish the protein-
protein interaction network (PPI). GO function and KEGG analysis were performed by R software. 
Molecular docking was used to verify the binding ability of active ingredients and key targets. Adenine 
gavage was used to prepare a mouse model of renal fibrosis, and blood formula gavage for the kidney 
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作者简介：姚玲，女，硕士，主要从事药理学、药物分析研究，email：1182158304@qq.com　* 通信作者：邱璐琦，女，主要从事中药

药理研究，email：qxyozi@126.com
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treatment was used for two weeks. Masson staining was used to detect the collagen fiber deposition 
levels in the kidneys of the mice. ELISA method was used to measure the level of Col-I and FN 
proteins in the kidney tissue. qRT-PCR method was used to verify the molecular docking. The protein 
level of E-cadherin, α-SMA, TP53 and STAT3 in the mouse kidney tissue was detected by Western 
Blot. Results  The key active ingredients included quercetin, luteolin, kaempferol, tanshinone ⅡA and 
so on. The key targets covered STAT3, TP53, HSP90AA1 and so on. Enrichment analysis found that 
Yishen Huoxue decoction improved the renal fibrosis by regulating PI3K-Akt, AGE-RAGE, and TNF 
signaling pathways. The molecular docking verified that quercetin, luteolin and tanshinone ⅡA had 
strong bond to the key targets. Yishen Huoxue decoction significantly reduced the mRNA expression 
of TP53 and STAT3.The kidney revitalizing blood formula effectively improved the renal collagen 
fiber deposition, reduced the expression level of Col-I and FN, reduced the expression of E-cadherin 
protein and increased the expression of α-SMA in  mice with renal fibrosis. Yishen Huoxue decoction 
also greatly reduced the expression of TP53 and STAT3. Conclusion  Yishen Huoxue decoction may 
improve renal fibrosis through the key active ingredients such as quercetin, luteolin and tanshinone 
ⅡA on the key targets such as STAT3, TP53 and so on. 
Key words: Yishen Huoxue decoction; network pharmacology; molecular docking; renal fibrosis; 
experimental verification

　　慢性肾脏病（chronic kidney disease，CKD）
是一种严重危害人类健康的慢性疾病，已成为全
球不可忽视的公共卫生问题 [1-2]。而肾纤维化是各
种进展性 CKD 发展至终末期肾衰竭的共同病理
特征，其实质为细胞外基质的过渡沉积、肾小管
萎缩、炎性细胞的浸润等 [3]。目前针对慢性肾脏
疾病的治疗存在一定的有效性和安全性问题，尚
无存在针对肾纤维化的特效治疗药物。根据肾纤
维化的临床表现，中医将其归于“肾络癥积”的范
畴，其主要是由脾肾亏虚，伴随着水湿毒瘀蓄积、
肾瘀阻络所致，治疗以益肾健脾、活血化瘀方为
主 [4-5]。益肾活血方源于中医络病学理论及长期临
床经验形成的自拟方，由黄芪、丹参、红花、当
归、大黄和田七等构成，具有益肾活血通络的功
效，临床主要用于慢性肾衰竭的治疗 [6]。研究表
明，益肾活血方可以改善单侧输尿管结扎大鼠模
型的肾小管周围毛细血管网损伤和延缓肾纤维化
进程 [7]。此外，益肾活血方能改善腺嘌呤所致肾
纤维化模型大鼠的肾功能，能降低Ⅲ型前胶原蛋
白、层粘连蛋白的等纤维化标志物的表达 [8]。尽
管益肾活血方治疗肾纤维化具有显著的疗效，但
是其改善肾纤维化的作用机制仍不明确。
　　近年来，网络药理学作为中医药研究领域的
一种工具，弥补了传统药物研发模式中对单一药
物靶标治疗策略的缺陷，开启了一种多成分 - 多
靶标的新型研究模式 [9]。因此，本研究拟采用网

络药理学结合分子对接的手段预测并揭示益肾活
血方治疗肾纤维化的作用机制，为后续的深入研
究提供一定的参考。
1　材料

1.1　实验动物

　　SPF 级 C57BL/6 小鼠 30 只，雌雄各半，体
质量为（25±5）g，饲养于浙江中医药大学动
物实验研究中心。实验已通过浙江中医药大
学实验动物管理与伦理委员会批准（批件号：
IACUC-20211015-08）。室内适应性喂养 1 周，保
持温度湿度适宜，提供充足的饲料和水。
1.2　试药与仪器

　　益肾活血方浓缩颗粒（江阴天江药业有限公司，
批号：21102773，规格：10 g/ 袋）。腺嘌呤（上海伯
奥生物科技有限公司，批号：C10129556）。cDNA 
第一链合成试剂盒、引物（见表 1）（上海生工生物科
技有限公司）；E-cadherin（ab231303）、α- 平滑肌肌
动蛋白（α-SMA）（ab7818）、肿瘤蛋白 p53（TP53）
（ab202026）、转录激活因子（STAT3）（ab76315）、
三磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）抗体（ab8245）
（Abcam 公司）；Prime Script RT Master Mix（Perfect 
Real Time）、TB Green Premix Ex Tag TMI（Tli RNase 
H plus）（日本 Takara 公司）；Centrifug 5430R 高速冷
冻离心机（德国 Eppendorf）；CFX96 Touch 荧光定
量 PCR 仪（美国 Bio-Rad）；红外激光成像系统 Od-
yssey（Odyssey Clx，美国基因公司）。
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表 1　引物序列 
Tab 1　Primer sequence

引物名称 上游引物序列（5'-3'） 下游引物序列（5'-3'） 长度 /bp
TP53 CCTTACCATCATCACGCTGGAAGAC AGGACAGGCACAAACACGAACC 25
STAT3 AATCTCAACTTCAGACCCGCCAAC GCTCCACGATCCTCTCCTCCAG 22
HSP90AA1 ACGAAGCATAACGACGATGAGCAG CATTGGTTCACCTGTGTCAGTCCTC 24
ESR1 CCTGGCTGGAGATTCTGATGATTGG TCCACCATGCCTTCCACACATTTAC 25
CCND1 TGGATGCTGGAGGTCTGTGAGG GCAGGCGGCTCTTCTTCAAGG 22
GAPDH GATACAGTTCCCGTGTTGAC GATACAGTTCCCGTGTTGAC 25

2　方法与结果
2.1　网络药理学
2.1.1　益肾活血方活性成分 - 靶点网络的构建及
核心靶点网络的获取　通过 TCMSP 数据库，以
OB ≥ 30% 和 DL ≥ 0.18 为条件对益肾活血方各单
味药的化学成分进行筛选，最终获得 133 个化学
成分和 227 个对应的作用靶点。采用 GeneCards、
OMIM、PharmGkb 和 TTD 数据库，获取 6636 个
肾纤维化相关疾病靶点。将 227 个益肾活血方作
用靶点于肾纤维化靶点进行映射，获得 204 个治
疗靶点，导入 Cytoscape 3.9.1 软件构建益肾活血方
治疗肾纤维化的成分靶点网络图（见图 1），按度
值排序前五的活性成分依次为槲皮素（quercetin）、
木犀草素（luteolin）、山柰酚（kaempferol）、丹参
酮ⅡA（tanshinone ⅡA）和 7-O- 甲基 - 异微凸剑叶
莎醇（7-O-methylisomucronulatol）。将活性成分与
疾病的交集靶点导入 STRING 数据库，采用 Cyto-
scape 软件中的 CytoNCA 插件进一步筛选核心靶
点并将结果可视化。最终获得排名前十的核心靶
点（见图 2），按照度值排序前五的依次为 STAT3、
TP53、HSP90AA1、ESR1、CCND1。
2.1.2　GO 功能和 KEGG 通路富集分析　采用 R 软
件，以 P ＜ 0.05、q ＜ 0.05 为条件，对核心靶点进
行 GO 功能和 KEGG 通路富集分析，GO 功能结果
显示，在生物过程中（BP）中，涉及脂多糖反应、
细菌来源分子反应、氧化应激反应和金属离子反应
等；细胞组分（CC）中，主要涉及细胞膜筏、细胞
膜微区、细胞膜域、转录因子复合物和 RNA 聚合
酶Ⅱ转录因子复合物等；在分子功能（MF）中主要
涉及等核受体活性、转录因子活性、类固醇激素受
体活性和儿茶酚胺结合活性等功能。KEGG 功能富
集分析结果显示益肾活血方治疗肾纤维化主要涉及
PI3K-Akt、AGE-RAGE、TNF 等信号通路，见图 3。
2.1.3　分子对接　将关键成分输入 PubChem 数
据库获取其结构文件，然后从 PDB 数据库下
载关键分子的结构文件，采用 Autodock 对接每
个配体和蛋白分子。分子对接结果显示，槲皮
素、木犀草素、山柰酚、丹参酮ⅡA 和 7-O- 甲
基 - 异微凸剑叶莎醇 5 个活性成分与核心靶点

STAT3、TP53、HSP90AA1、ESR1 和 CCND1 均
存在结合位点，其对应的最低结合能均小于－5.5 
kJ·mol － 1，见表 2。其中丹参酮ⅡA 和槲皮素对
各个核心靶点之间的结合亲和力较好，提示这 2
个活性成分在益肾活血方治疗肾纤维化中起着较
为重要的作用。通过 PyMol 将 6 个靶标结合较好
的对接结果进行可视化，如图 4 所示。
2.2　动物实验
2.2.1　药物配制、动物分组及处理　将益肾活血
方颗粒用蒸馏水进行溶解，根据人与小鼠体表面
积换算系数（人 60 kg，小鼠 20 g）计算出小鼠
的临床等效剂量，配制成剂量为 14.2 g/（kg·d）
的药液。称取腺嘌呤粉末 750 mg，用 10 mL 羧
甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液溶解，配成 75 
mg·mL － 1 腺嘌呤混悬液。
　　30 只小鼠按照随机数字表法分为正常组、模型
组和益肾活血方组，各 10 只。采用腺嘌呤，参考
文献方法造模 [10]。待模型建立成功后，益肾活血方
组给予 14.2 g·kg－ 1 灌胃给药，正常组和模型组给
予等体积生理盐水，每日 1 次，连续灌胃 2 周。
2.2.2　Masson 染色观察益肾活血方对肾纤维化小鼠
肾组织病理的影响　小鼠肾脏组织采用 4% 多聚甲
醛固定，经脱水、透明、包埋、切片，行 Masson
染色，采用蔡司正置显微镜进行观察，采用 Image 
J 软件计算阳性面积百分比，以评价肾组织纤维化
水平。结果如图 5 所示，对照组小鼠仅存在少量蓝
色胶原纤维沉积。与对照组相比，模型组小鼠表现
出明显的蓝色胶原纤维沉积，肾小管扩张，肾小球
萎缩；益肾活血方组肾组织蓝色纤维沉积显著低于
模型组，且肾小球及肾小管结构有所改善。
2.2.3　酶联免疫吸附法检测益肾活血方对小鼠肾组
织Ⅰ型胶原蛋白（Col-Ⅰ）和纤维连接蛋白（FN）
水平的影响　取肾脏组织，用 PBS 冲洗，并在冰
上匀浆，4℃、12 000×g 离心 10 min，去除组织残
留物，取上清液。用 BCA 蛋白定量试剂盒测定上
清液总蛋白浓度，按照酶联免疫吸附法试剂盒说明
书检测肾组织 Col-Ⅰ和 FN 水平。结果如表 3 所示，
与对照组比较，模型组小鼠肾组织 Col-Ⅰ和 FN 水
平显著升高；与模型组比较，益肾活血方组小鼠肾
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图 1　益肾活血方治疗肾纤维化活性成分 - 靶点网络图

Fig 1　Network diagram of active ingredients in Yishen Huoxue decoction for renal fibrosis and targets 
注：圆形代表活性成分，不同颜色代表不同单味药物成分，同一圆形中不同颜色代表不同单味药之间共有活性成分；正方形代表靶点，

形状越大表示度值越高。

Note：The circle represents the active ingredients.The presence of different colors in a circle represents the common active ingredient among 
different single drugs. The square represents the target，and the larger the area，the higher the degree value.

组织 Col-Ⅰ和 FN 水平显著降低。
2.2.4　Western blot 法检测益肾活血方对小鼠肾组
织 E-cadherin 和α-SMA 表 达 的 影 响　 取 各 组 肾
组织，加入 RIPA 裂解液匀浆，提取蛋白。蛋白
样本经 10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电
泳，转膜，封闭后加入 E-cadherin、α-SMA、TP53、
STAT3、GAPDH 抗体，4℃孵育过夜；加入山羊抗
兔抗体，孵育 2 h，用 Odyssey 红外激光成像系统
扫膜并分析。结果如图 6 与表 4 所示，模型组小鼠
E-cadherin 蛋白表达显著低于对照组，而α-SMA 蛋

白表达显著高于对照组；益肾活血方可显著提高模
型组小鼠肾组织 E-cadherin 蛋白表达，降低模型组
小鼠肾组织α-SMA 蛋白表达。
2.2.5　荧光实时定量 PCR 法检测益肾活血方对
小鼠肾组织 TP53、STAT3、HSP90AA1、ESR1、
CCND1 mRNA 表达的影响　提取肾组织 RNA，
逆转录为 cDNA，以 GAPDH 为内参，通过 qRT-
PCR 法检测 mRNA 表达水平，并采用 2 －△△ Ct 法
计算 mRNA 相对表达量。
　　结果显示，与对照组比较，模型组小鼠肾组织
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图 2　益肾活血方治疗肾纤维化核心靶点识别

Fig 2　Identification of core targets of Yishen Huoxue decoction for renal fibrosis

图 3　GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集分析

Fig 3　GO functional enrichment analysis and KEGG pathway enrichment analysis

表 2　核心成分与关键靶点分子对接结果 
Tab 2　Docking results of core components and key targets

靶点
结合能 /（kcal·mol － 1）

槲皮素 木犀草素 山柰酚 丹参酮 7-O- 甲基 - 异微凸剑叶莎醇

TP53 － 8.2 － 8.6 － 8.6 － 8.4 － 7.7
STAT3 － 8.2 － 7.9 － 8.0 － 8.5 － 6.7
HSP90AA1 － 8.7 － 8.4 － 8.6 － 8.8 － 7.8
ESR1 － 8.4 － 8.6 － 8.1 － 8.9 － 7.2
CCND1 － 8.1 － 7.9 － 7.8 － 8.4 － 7.0

TP53、STAT3、HSP90AA1 mRNA表达显著上升，
CCND1 mRNA表达显著降低。与模型组比较，益肾
活血方组小鼠肾组织 TP53、STAT3 mRNA表达显著
降低，而 CCND1 mRNA表达无显著差异，见表 5。
2.2.6　益肾活血方对小鼠肾组织 TP53 和 STAT3
蛋白表达的影响　如图 6 和表 4 所示，与对照组

比较，模型组小鼠肾组织 TP53 和 STAT3 蛋白表
达水平显著升高；与模型组比较，益肾活血方组
TP53 和 STAT3 蛋白表达水平显著降低。
2.2.7　统计学方法　采用 SPSS 26.0 软件对数据进
行分析，多组间比较采用单因素方差分析，两两比
较采用 LSD 法。P＜0.05表示差异具有统计学意义。
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表 5　益肾活血方对肾纤维化小鼠肾组织关键基因 mRNA表达的影响 (n ＝ 10) 
Tab 5　Effect of Yishen Huoxue decoction on the mRNA expression of key genes in renal tissue of mice with renal fibrosis (n ＝ 10)

组别 TP53 STAT3 HSP90AA1 ESR1 CCND1

对照组 1.01±0.05 0.99±0.03 0.99±0.07 0.97±0.06 0.99±0.08

模型组 1.48±0.02** 1.67±0.06** 1.52±0.09** 0.95±0.09 0.44±0.11**

益肾活血方组 1.19±0.12## 1.31±0.02## 1.49±0.04 1.02±0.25 0.51±0.06

注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01.

3　讨论与结论
　　CKD 是一种常见的全球公共卫生问题，发病
率高达 13%[11]。在 CKD 的病因中，肾纤维化被
认为是驱动 CKD 进展为终未期肾衰竭的主要病

图 4　分子对接结果可视化

Fig 4　Visualization of molecular docking results

图 5　益肾活血方对肾纤维化小鼠肾组织病理学的影响（Masson 染色，×200）
Fig 5　Effect of Yishen Huoxue decoction on renal histopathology of mice with renal fibrosis（Masson staining，×200）

注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，##P ＜ 0.01.

表 3　益肾活血方对肾纤维化小鼠肾组织 Col-Ⅰ和 FN水平的影响

(n ＝ 5) 
Tab 3　Effect of Yishen Huoxue decoction on the expression of Col-I 

and FN in renal tissue of mice with renal fibrosis (n ＝ 5)

组别 Col-Ⅰ FN
对照组 208.17±10.62   910.25±31.23
模型组 688.21±20.78** 1547.46±25.16**

益肾活血方组 480.76±50.12## 1213.34±67.12##

注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，与模型组比较，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared 

with the model group，##P ＜ 0.01.

表 4　益肾活血方对肾纤维化小鼠肾组织中 E-cadherin、α-SMA、TP53 和 STAT3 蛋白水平表达的影响 (n ＝ 3) 
Tab 4　Effect of Yishen Huoxue decoction on the protein expression of E-cadherin，α-SMA，TP53 and STAT3 levels in renal tissue of mice with 

renal fibrosis (n ＝ 3)

组别 E-cadherin α-SMA TP53 STAT3

对照组 1.14±0.86 1.01±0.13 0.99±0.16 0.98±0.05

模型组 0.29±0.12** 1.72±0.69** 1.56±0.51** 1.76±0.10**

益肾活血方组 0.78±0.24## 1.42±0.61## 1.24±0.41# 1.56±0.28##

注：与对照组比较，**P ＜ 0.01，与模型组比较，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01。
Note：Compared with the control group，**P ＜ 0.01；compared with the model group，#P ＜ 0.05，##P ＜ 0.01.

理过程 [12]。肾纤维化的进展是一个动态的过程，
其主要特点是肾间质成纤维细胞的激活和细胞外
基质的过渡堆积 [13]。随着对肾纤维化机制的研究
深入，人们对其发病机制有了新的认识，但仍然
没有可用的治疗方法阻遏 CKD 向终末期肾衰竭
发展。因此，亟需深入了解肾纤维化的分子机制，

以促进新的抗纤维化疗法和药物开发。
　　中医认为肾纤维化的主要病机为“关格”“肾
劳”等范畴，临床上以脾肾气虚、湿瘀互阻最为
常见 [14]。益肾活血方具有健脾补肾益气，活血化
瘀之功用，临床主要用于治疗慢性肾衰竭。大量
的临床研究和基础研究证实，益肾活血方是治疗
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肾纤维化的有效方剂 [15-16]。钟建等 [17] 研究表明
益肾活血方可以通过改善单侧输尿管结扎大鼠肾
脏病理损伤、改善肾纤维化相关标志基因表达从
而阻遏肾纤维化的发展。此外，本研究发现益肾
活血方可有效改善腺嘌呤小鼠肾组织胶原纤维沉
积，降低 Col-I 和 FN 表达，抑制上皮 - 间充质相
互作用（EMT）关键蛋白表达，可有效改善肾间
质纤维化。然而，益肾活血方治疗肾纤维化的具
体有效活性成分和作用机制尚且未知。
　　本研究通过构建益肾活血方治疗肾纤维化的
成分 - 靶点网络，获得其潜在活性成分可能是槲皮
素、木犀草素、山柰酚、丹参酮等。诸多研究表明，
槲皮素对抗脏器纤维化具有良好的疗效 [18]。研究
表明，槲皮素可通过激活 AMPK，作用于 TGF-β1
信号通路，抑制 Smad3 磷酸化，从而减轻单侧输
尿管结扎（UUO）大鼠肾间质纤维化 [19]。此外，
槲皮素还可通过抑制 Sonic Hedgehog 信号通路，
抑制肾小管细胞上皮间质转化从而改善肾纤维
化 [20]。木犀草素可通过抑制 STAT3 激活，从而减
轻糖尿病肾病肾小球硬化和肾间质纤维化 [21]。体
内外研究表明，山柰酚可改善糖尿病肾病大鼠肾
纤维化并可降低 NRK-52E 细胞和 RPTEC 细胞中
的氧化应激和 TGF-β1 表达 [22]。Ji 等 [23] 研究证实，
山柰酚可通过激活 BMP-7-Smad1/5 信号通路改善
肾间质纤维化。这些研究表明益肾活血方可能通
过上述活性成分协同对抗肾纤维化。
　　对核心靶点进行拓扑分析，发现 STAT3、
TP53、HSP90AA1、ESR1 等可能是益肾活血方治
疗肾纤维化的关键靶点。研究表明，STAT3 敲低
的转基因小鼠在链脲佐菌素诱导后，表现出较低
的蛋白尿水平和纤维化现象 [24]。既往研究也证实
STAT3 磷酸化在肾纤维化发展中有重要作用 [25-26]。
TP53 是急性肾脏病中肾小管损伤和死亡的关键介

质 [27]，靶向消融 TP53 可以显著抑制肾纤维化的
发展 [28]。研究表明，HSP90AA1 在心肌成纤维细
胞中与 TGF-β1 受体紧密连接，提示两者可能存
在相互作用 [29]。但在肾纤维化中，HSP90AA1 的
作用有待进一步探究。
　　KEGG 通路富集结果显示，PI3K-Akt、AGE-
RAGE、TNF 及 IL-17等信号通路可能是益肾活血方
治疗肾纤维化的重要机制，与上述核心靶标存在一
定的联系。PI3K/Akt/mTOR 在纤维化过程中发挥着
至关重要的作用，它调控着纤维化的上下游多种因
素 [30]。Dou 等 [31] 研究发现自噬被 Akt/mTOR 信号
通路激活，从而在肾小管损伤和肾纤维化中发挥保
护作用。诸多研究表明 AGE-RAGE 信号通路的激
活参与糖尿病肾病的肾纤维化进程 [32]。目前研究
表明，抑制晚期糖基化终产物（AGEs）的产生可
以减少其刺激的肾系膜细胞中转化生长因子和结缔
组织生长因子的过度表达，从而改善肾纤维化 [33]。
TNF 信号通路及 IL-17 信号通路通过激活炎症细胞
因子从而损伤肾实质 [34-35]。
　　进一步通过分子对接探究活性成分和核心靶
点的结合作用，结果显示槲皮素、木犀草素、山
柰酚、丹参酮和 7-O- 甲基 - 异微凸剑叶莎醇与
核 心 靶 点 STAT3、TP53、HSP90AA1、ESR1 和
CCND1 等均能较好地结合。本研究采用 qRT-PCR
法和 Western blot 法对分子对接进行实验验证，结
果显示益肾活血方可显著降低 TP53 和 STAT3 表
达，初步提示 TP53 和 STAT3 可能是益肾活血方
改善肾纤维化的作用靶点。
　　综上所述，本研究使用网络药理学初步揭示
了益肾活血方治疗肾纤维化的潜在机制，并使用
分子对接技术进行预测，证明益肾活血方通过多
靶点、多通路治疗肾间质纤维化。为临床应用益
肾活血方治疗肾纤维化提供一定的理论基础。然
而，后续仍需进行相关体外实验进一步确证益肾
活血方治疗肾纤维化的分子机制。
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中华眼镜蛇神经毒素相转化水凝胶微针的制备及 
其初步镇痛作用研究

陈月，许玲玲，葛廷雨，庄富萍，汪电雷*（安徽中医药大学药学院，合肥　230012）

摘要：目的　以中华眼镜蛇神经毒素为模型药物制备相转化水凝胶微针，并对其质量以及镇

痛作用进行评价。方法　采用两步法制备神经毒素相转化水凝胶微针。利用光学显微镜和扫

描电子显微镜对微针形貌进行考察，筛选最佳处方，在最佳处方下对微针的载药量、机械性

能、体外溶胀、体外透皮等进行综合评价。最后通过热板实验考察神经毒素相转化水凝胶微针

的镇痛作用。结果　针尖部位最佳处方为聚乙烯醇 / 葡萄糖水溶液（84/16，W/W），背衬层最

佳处方为聚乙烯醇水溶液（25%，W/W）。光学显微镜和扫描电镜下微针针体垂直，排列整齐，

矩阵清晰；HE 染色结果表明微针可以刺入皮肤表层为药物递送提供通道。180 min 后溶胀率

达到 210%；载药量可达到 23.4%；12 h 后体外释放率接近 85%；6 h 后微针的体外透皮率达到

80%，而中华眼镜蛇神经毒素水溶液几乎没有穿过皮肤。药效学实验表明，神经毒素相转化水

凝胶微针具有镇痛作用。结论　本实验制备的微针可以刺破皮肤，在体内可以达到镇痛的疗

效，为蛋白类药物剂型的开发提供了新的思路和策略。

关键词：中华眼镜蛇神经毒素；透皮给药；相变水凝胶微针；镇痛药效
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Naja atra neurotoxin phase-transition hydrogel-forming microneedles：
preparation and analgesic effect

CHEN Yue, XU Ling-ling, GE Ting-yu, ZHUANG Fu-ping, WANG Dian-lei* (College of Pharmacy, 
Anhui University of Traditional Chinese Medicine, Hefei  230012)

Abstract: Objective  To prepare Naja atra neurotoxin phase-transition hydrogel-forming microneedles 
and to evaluate its quality and analgesic effect. Methods  Naja atra neurotoxin phase-transition 
hydrogel-forming microneedles were prepared by two-step method. The best prescription was selected 
by optical microscope and scanning electron microscope, and the drug loading, mechanical properties, 
in vitro swelling and skin penetration of microneedles were evaluated comprehensively. Finally, 
the analgesic effect of Naja atra neurotoxin phase-transition hydrogel-forming microneedles were 
determined by hot plate test in mice. Results  The best formula for the tip part was PVA/Glu aqueous 
solution (84/16, W/W), and that for the backing layer was PVA aqueous solution (25%, W/W). Under 
the optical microscope and scanning electron microscope, the microneedle was vertical, arranged 
neatly with clear matrix. HE staining showed that microneedles pierced into the surface of the skin to 
provide a channel for drug delivery. After 180 min, the swelling rate reached 210%. The drug loading 
reached 23.4%. After 12 hours, the in vitro release rate was close to 85%. The skin penetration rate 
of microneedles reached 80% after 6 hours, while Naja atra neurotoxin aqueous solution almost 
did not permeate through the skin. The pharmacodynamic tests showed that Naja atra neurotoxin 
phase-transition hydrogel-forming microneedles had analgesic effect. Conclusion  The microneedle 
can pierce through the skin and achieve analgesic effect in vivo, which provides a new idea for the 
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　　中华眼镜蛇经毒素（NANT）的镇痛作用有
别于阿片类药物，表现为起效慢，作用效价高，
维持时间久，无耐受性和成瘾性，在临床上具
有良好的镇痛效果 [1]，适用于慢性、顽固性、持
续性疼痛的治疗，是一种很有潜力的新型镇痛药
物。由于神经毒素是蛋白多肽类药物，口服易失
活，生物利用度低 [2]，国内销售的科博肽注射液
起效快，生物利用度高，但注射给药适应性差，
还会导致体内药物分布过快，有呼吸抑制的不良
反应。因此，有必要开发一种新的给药途径。
　　相转化水凝胶微针是由亲水聚合物交联形成
的，反复冷冻 - 解冻循环后，其物理交联形成微晶
域，使微针保持韧性在皮下不易溶解。微针插入
皮肤后吸收组织间液发生膨胀，针尖部分的药物
可通过微孔道扩散到皮肤微循环中进行全身吸收，
可以更加稳定有效地释放药物 [3]。相对于其他微
针，相转化水凝胶微针具有生物相容性、无毒
性，可以合理地控制给药剂量，并且药物释放完
之后微针可以完全从皮肤中去除，没有残留。张
蓉等 [4] 制备了羧甲基纤维素钠相转化水凝胶微针
用于药物递送，结果表明 24 h 内，药物释放率可
达到 60%。严琴英等 [5] 用聚乙烯醇和葡聚糖两种
高分子材料制备了石杉碱甲水凝胶微针，结果表
明微针具有良好的机械性能和皮肤穿刺性能，并
且在 72 h 内石杉碱甲的累积透皮率达到 85% 以上。
Tekko 等 [6] 制备了一种新型聚乙烯醇 / 聚乙烯吡咯
烷酮水凝胶微针用于甲氨蝶呤的递送，该微针在
新生猪皮肤中有较好的插入能力以及适度的溶胀
性能，大鼠背部贴片 1 h 后血液中出现了甲氨蝶
呤，24 h 后甲氨蝶呤在血液中浓度达到了峰值。
　　本实验以聚乙烯醇 AH-26（PVA）和葡聚糖
6000（Dex）为辅料 [7]，制备了有镇痛疗效的神
经毒素相转化水凝胶微针（NANT-PTH-MNs）。
并对微针的形貌、机械性能、载药量、体外释放、
体外透皮等方面进行评价，并通过体内药效实验
考察 NANT-PTH-MNs 透皮给药的镇痛作用，旨
在提高大分子药物的生物利用度，为新型镇痛药
剂型的开发和应用提供新的思路。
1　材料

1.1　试药

　　NANT 对照品（纯度＞ 95%，浙江舟山眼镜
蛇公司）；PVA（南京森贝伽生物科技有限公司）；
透明质酸（HA）（山东西亚化学股份有限公司）；
葡聚糖 6000、三氟乙酸（上海麦克林生化科技有
限公司）；羧甲基纤维素（CMC，山东西亚化学
工业有限公司）；乌拉坦（国药集团化学试剂有限
公司）；色谱乙腈（瑞典欧森巴克环保化学公司）。
1.2　仪器

　　低温高速离心机（德国 Eppendorf 公司）；
FA1004 电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限公
司）；HJ-6A 型恒温磁力加热搅拌器（苏州岛津
仪器有限公司）；微针模具（浙江台州微芯医药
科技有限公司）；高效液相色谱仪（日本岛津公
司）；SYSTEM918-12 干加热自动透皮系统（美国
LOGAN 公司）；Milli-Q GradientA10 超纯水器（美
国 Millipore 公司）；RB-200 智能热板（成都泰盟
科技有限公司）。
1.3　动物

　　SPF 级 SD 大鼠（200±20）g 及昆明小鼠（18± 

5）g [ 小鼠的合格证号为：SCXK（豫）2019-0002， 
大鼠的合格证号：SCXK（鲁）20190003（安徽医科
大学动物实验中心 ]，本实验涉及的动物实验经安
徽中医药大学伦理委员会批准。
2　方法与结果

2.1　NANT 的含量测定

　　色谱柱：Dikma Plastil ODS 柱（4.6 mm×150 
mm，5 μm）；流动相 A：0.1% 三氟乙酸（TFA）-
水溶液，流动相 B：0.1%TFA- 乙腈溶液；梯度洗脱
（0 ～ 10 min，8% ～ 95%B；10 ～ 12 min，95%B；
12 ～ 20 min，5% ～ 95%B）；柱温：35℃；流速：1.0 
mL·min－ 1；进样量：20 μL；波长：277 nm。
　　精密称取 2.51 mg NANT 对照品，用流动相
B 定容至 10 mL 得到 251 μg·mL－ 1 对照品储备
液。精密称取对照品储备液，分别稀释成 200.8、
150.6、100.9、50.5、20.2、10.1 μg·mL－ 1 的溶液，
进样测定，以进样浓度为横坐标，以峰面积为纵
坐标，绘制标准曲线，得 y ＝ 354.04x － 725.78
（r＝0.9996），线性范围为10.1～200.8 μg·mL－1；
取 NANT 对照品溶液低、中、高（20.2、100.9、
200.8 μg·mL－ 1）浓度，按“2.1”项下色谱条件在 1 

development of protein drug dosage forms. 
Key words: Naja atra neurotoxin transdermal; phase-transition hydrogel-forming microneedle; 
analgesic effect
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d 内分别测定 5 次，连续测定 3 d，结果日间精密
度 RSD 分别为 1.1%、1.4%、1.5%，日内精密度
分别为 1.1%、1.6%、1.4%；取 6 份 NANT-PTH-
MNs 溶胀后测定 NANT 质量浓度，结果重复性实
验 RSD 为 1.2%；取 NANT-PTH-MNs 溶胀后的供
试液，加入不同浓度的对照品溶液（20.2、100.9、
200.8 μg·mL－ 1），以计算的质量浓度值和真实
质量浓度值之比计算准确度，得到的平均回收率
为 97.88%、98.21%、98.63%，RSD 分别为 1.4%、
1.9%、1.2%；空白微针对 NANT 没有干扰，结果
见图 1。表明本方法适用于测定 NANT-PTH-MNs
中神经毒素的含量。

图 1　NANT 的 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram of NANT
A. 流动相 B（mobile phase B）；B. 空白相转化水凝胶微针（blank 
PTH-MNs）；C.NANT 对 照 品（NANT reference substance）；D. 神
经毒素相转化水凝胶微针（NANT-PTH-MNs）；1. NANT

2.2　相转化水凝胶微针的制备

2.2.1　微针针尖处方筛选　称取 16 g PVA 置于广
口瓶中，加入 84 g 超纯水，95℃搅拌加热使其
完全溶解，得 16%PVA，吸取适量 PVA 溶液加入
HA 粉末，搅拌均匀，配制 PVA/HA 比例分别为
90/10，88/12，84/16，82/18（W/W）的混合溶液。
同理配制 PVA/CMC，PVA/DEX 不同比例的混合
溶液 [8]。
　　显微镜下观察 PVA/HA、PVA/CMC 和 PVA/
Dex 三种辅料制备的微针，如图 2 所示，PVA/
HA 和 PVA/CMC 组成的微针针体不垂直或针尖
弯曲，但 PVA/Dex 组成的微针针体垂直完整，排
列整齐，故选用 PVA/Dex 作为相转化水凝胶微针
（PTH-MNs）的针尖材料。对 PVA/Dex 不同比例

的 PTH-MNs 进行鼠皮穿刺实验，结果如图 3，其
中针尖材料溶液 PVA/Dex 含量为 84/16 时，蓝色
孔洞数量最多且肉眼清晰可见。随着 PVA 比例增
加，机械强度反而下降。综上，选择 PVA/Dex 比
例为 84/16 进行后续实验。

图 2　不同辅料构成针尖的微针的形态

Fig 2　Morphology of microneedle morphology under different 
excipients
A1 ～ 2. PVA/HA；B1 ～ 2. PVA/CMC；C1 ～ 2. PVA/Dex

图 3　不同 PVA/Dex 比例制备的 PTH-MNs 鼠皮穿刺情况

Fig 3　In vitro skin puncture of rat of PVA/Dex-PTH-MNs
A. 90/10；B. 88/12；C. 84/16；D. 82/18

2.2.2　微针背衬层的制备　称取 25 g PVA 放入广
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口瓶中，加入 75 g 超纯水，95℃搅拌加热使其完
全溶解，得 25%PVA 水溶液 [9-10]。取该溶液平铺
于璃板上，取另一玻璃板均匀夹住，经－ 20℃下
冷冻 8 h，4℃解冻 4 h，冷冻 - 解冻循环两次。
2.2.3　NANT-PTH-MNs 的制备　取适量的 NANT
粉末于超纯水中，配制成 NANT 水溶液，加至
“2.3.1”下针尖溶液中，搅拌 2 h。取含药针尖溶
液 300 μL，注入模具中，4℃，3000 r·min － 1 下
离心 10 min。使针尖注入到微针模具孔内，贴上
背衬层，在－ 20℃冷冻 8 h，4℃解冻 4 h，循环
两次 [11]，放入烘箱 25℃干燥 24 h 即得。
2.3　形貌考察

　　在光学显微镜下观察 PVA/HA、PVA/CMC 和
PVA/Dex 三种不同比例辅料的微针的成形性，有
无断裂，弯曲。扫描电镜下考察针尖锋锐程度，
针体表面光滑度，微观形态。
　　通过光学显微镜和扫描电镜观察最优处方下
的 NANT-PTH-MNs，其形态见图 4，圆锥体阵
列，针尖锋锐，针体表面光滑，微观形态良好。

图 4　光学显微镜（A）和扫描电子显微镜（B）下微针的形态

Fig 4　Morphology of microneedles under optical microscope（A）and 
scanning electron microscope（B）

2.4　鼠皮机械性能考察

　　微针按压 SD 大鼠背部，5 min 后，处死大
鼠，剥离背部皮肤，进行 HE 染色，观察微针穿
刺情况。HE 染色结果见图 5，皮肤内形成了类圆
锥体针孔形态，并且微针可以在皮肤表面形成清
晰的微针孔径，为药物经皮递送提供通道。

图 5　微针插入大鼠皮肤后的 HE 染色图

Fig 5　HE staining after microneedle insertion into rat skin

2.5　体外溶胀实验 
　　将 NANT-PTH-MNs 置于 24 孔板中，加入 1 
mL 超纯水，使针体浸没在水中。于 1、2、4、8、
12、18、24、32、40、50、60、90、120、150、
180 min 时将微针从 24 孔板内取出，擦去表面
多余水分称定 [12]，考察微针溶胀情况。溶胀率
（ESR，%）＝（Wt － W0）/W0×100%，其中 Wt

为 t 时刻微针的质量，W0 为初始质量。
　　体外溶胀实验结果如图 6 所示，NANT-PTH-
MNs 在 60 min 时溶胀率达到 180%，之后溶胀
速率逐渐减小，趋于平缓，180 min 时溶胀率约
210%。微针吸水后发生溶胀，体积增大，由玻璃
态转为水凝胶态，可为药物提供输送通道，使其
进入皮肤内被吸收。

图 6　NANT-PTH-MNs 的溶胀率（n ＝ 3）
Fig 6　Swelling ratio of NANT-PTH-MNs（n ＝ 3）

2.6　微针载药量考察

　　将 NANT-PTH-MNs 倒置于 2 mL PBS 中，使
露出的针体浸没在溶液中，充分溶胀 24 h，HPLC
测 PBS 中 NANT 的含量。计算载药量，载药量
（LC，%）＝（A － B）/C×100%，其中 A 是添加
的 NANT 的总量，B 是 PBS 中游离的 NANT 的量，
C 是载药微针的总重量。结果如表 1 所示，不同浓
度的微针载药量相差不大，约为 23.4%，表明微针
可以控制给药的剂量。

表 1　不同浓度 NANT-PTH-NMs中 NANT的载药量 (n ＝ 6) 
Tab 1　Drug loading of NANT in NANT-PTH-MNs at  

different concentrations (n ＝ 6)

药物质量浓度 /（mg·mL － 1） 载药量 /μg

1.5 104.13±4.37

0.9   62.37±2.33

0.6   41.31±0.41

2.7　体外释放研究

　　取制备好的 NANT-PTH-MNs，在 24 孔板中
加入 1.5 mL PBS，将微针倒置孔内使针体浸没在
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PBS 中。将 24 孔板置恒温震荡培养箱内，37℃，
转速为 100 r·min－ 1 进行体外释放实验。于 0.5、
1、2、3、4、5、6、8、10、12 h 取样，用 HPLC
对 NANT 含量测定，每次取样完成，需补加同体
积的 PBS[13]。
　　体外释放结果如图 7 所示，不同剂量的微针
中 NANT 的体外释放趋势基本一致，在 12 h 时的
累积释放率均接近 85%。表明 NANT 在微针中的
含量对其释放趋势和累积释放率的影响不大。进
一步表明我们可以通过调整微针中药物含量来实
现动物精准给药。

图 7　不同含药量微针的体外释放实验（n ＝ 3）
Fig 7　In vitro release test of different drug contents in microneedles
（n ＝ 3）

2.8　体外透皮研究

　　将鼠皮固定在透皮扩散装置的扩散室与接收
室之间 [14]，用 NANT-PTH-MNs 对离体鼠皮施加
一定力度，3 min 后用医用胶带固定。接收室中
加入 12 mL PBS，使液面与皮肤完全接触，磁力
搅拌速度设为 600 r·min－ 1，（32±0.5）℃恒温水
浴循环来模拟人体血液和组织液内循环。分别于
10 min、20 min、30 min、1 h、2 h、3 h、4 h、6 h、
8 h、12 h 取接收液 0.5 mL，同时补加等体积接收
液 [15]，采用 HPLC 测定含量，绘制药物的累积渗
透曲线。对照组选择相同剂量的 NANT 水溶液，
其他步骤与微针给药组相同。
　　在体外透皮实验中，NANT-PTH-MNs 在 12 
h 内累积渗透曲线如图 8 所示。前 20 min 内，
NANT-PTH-MNs 中 NANT 的累积渗透率几乎为
零。但在 30 min 后可以明显看到有部分 NANT
透过皮肤，3 h 时 NANT 的累积渗透率达到 50%，
6 h 时达到将近 80% 左右。NANT 水溶液在 12 h
只有 10% 左右的渗透率。体外透皮实验表明微针
可以明显增加 NANT 的皮肤渗透率，达到促进药
物透皮吸收的目的。
2.9　NANT-PTH-MNs 的体内镇痛研究

图 8　NANT-PTH-MNs 累积渗透曲线（n ＝ 6）
Fig 8　In vitro penetration curve of NANT-PTH-MNs（n ＝ 6）

　　使用热板法考察 NANT-PTH-MNs 的体内镇痛
作用。取雌性小鼠若干，实验前记录小鼠进入热板
仪（55.0±0.5）℃直至开始舔足需要的时间，确定
小鼠痛阈值 [16]。取 40 只雌性小鼠，随机分为空白
组（生理盐水）、哌替啶（20 mg·kg－ 1）组、NANT-
PTH-MNs 高剂量组（120 μg·kg－ 1）、NANT-PTH-
MNs 低剂量组（60 μg·kg－ 1）和 NANT 水溶液组（60 
μg·kg－ 1）。计算痛阈延长时间和痛阈提高百分率。
　　热板法结果如表 2 所示，与空白组相比，哌
替 啶 组、NANT-PTH-MNs 高 剂 量 组、NANT-
PTH-MNs 低剂量组和 NANT 水溶液组给药后
1.5 h 均能明显延长小鼠的痛阈值（P ＜ 0.05）。
其中 NANT-PTH-MNs 高剂量组的痛阈值延长
较长，与 NANT 水溶液组相比，镇痛效果较好
（P ＜ 0.05）。而 NANT-PTH-MNs 低剂量组的镇
痛效果比 NANT 水溶液组稍差（P ＜ 0.05）。与
阳性对照哌替啶组比较，NANT-PTH-MNs 高剂
量组的镇痛效果相当；NANT-PTH-MNs 低剂量
组的镇痛效果不如哌替啶（P ＜ 0.05）。表明制备
的 NANT-PTH-MNs 具有镇痛疗效。
3　讨论

　　微针给药系统是目前研究较为火热的新型经
皮给药制剂，经过多年的发展已被证明足够安
全，特别是在疫苗、胰岛素等大分子药物的递送
方面。
　　两种或两种以上的高分子材料混合而成的复
合材料往往兼具两种高分子材料的性能，PVA 具
有良好的韧性，一般与具有脆性的高分子材料如
多糖合用，但要控制多糖在处方中的比例，否则
会破坏水凝胶微针的网状结构。本课题选择的脆
性材料是 Dex，经过对不同比例 PVA/Dex 混合溶
液制备的微针的显微观察和鼠皮穿刺实验，初步
筛选出 PVA/Dex 混合溶液的较优比例 84/16（W/
W）。PTH-MNs 的释放药物机制是微针刺入皮肤
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内吸收组织间液，针体发生肿胀为药物输送提
供了微孔道，因此本课题考察了微针溶胀的情
况，结果表明其溶胀率可达到 200% 以上，说明
制备的微针可以为药物的输送提供足够的空间通
道。笔者对微针进行载药量的考察，不同浓度
的微针载药量相差不大，说明微针可以携载足够
NANT 发挥镇痛效果。累积释放率的趋势图表明
载不同药物剂量的微针在 12 h 的累积释放率均接
近 85%，因此可以合理调整给药剂量，完成后期
体内药效实验。体外透皮实验中对照组选择了等
剂量的 NANT 水溶液，结果表明 NANT 水溶液在
12 h 内累积渗透率在 10%，而 NANT-PTH-MNs
在 8 h 达到了 80% 左右，表明微针可以刺破皮肤，
提高 NANT 的皮肤渗透率。体内药效学实验表明
NANT-PTH-MNs 高、低剂量组均能延长小鼠的痛
阈值，达到镇痛的疗效，为大分子药物微针透皮
给药提供了新的思路和策略。
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表 2　NANT-PTH-MNs对小鼠热刺疼痛反应的影响 (x±s，n ＝ 8) 
Tab 2　Effect of micro-acupuncture on the pain response of spurs in mice (x±s，n ＝ 8)

组别 给药前痛阈值 /s 给药后 1.5 h 痛阈值 /s 痛阈提高百分率 /%

空白组 17.23±1.38 17.44±1.35 －

哌替啶组 17.78±0.84 34.16±2.36* 92.13

NANT-PTH-MNs 高剂量组 19.84±1.06 36.88±2.12* ▲ 85.89

NANT-PTH-MNs 低剂量组 18.36±1.31 26.02±1.14* ▲ # 41.72

NANT 水溶液组 17.90±1.68 28.92±1.14* 61.56

注：与空白组比较，*P ＜ 0.05；与 NANT 水溶液组比较，▲ P ＜ 0.05；与哌替啶组比较，#P ＜ 0.05。
Note：Compared with the blank group，*P ＜ 0.05；compared with the NANT aqueous solution group， ▲ P ＜ 0.05；compared with the 

piperidine group，#P ＜ 0.05.
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基于 UHPLC-Q-Orbitrap HRMS技术的 
糖尿康胶囊的化学成分分析

胡静1，许建秦2，陈志永1，任慧1，张晓凤2*（1. 陕西省中医药研究院，西安　710061；2. 陕西省中医医院，西安

　710003）

摘要：目的　采用超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱（UHPLC-Q-Orbitrap 
HRMS）技术快速识别和鉴定糖尿康胶囊中的化学成分。方法　采用 UPLC-Q-Orbitrap HRMS
全面采集糖尿康胶囊的 MS1 和 MS2 碎片信息，快速鉴定其化学成分。采用 Thermo Accucure 
aQ C18 色谱柱（2.1 mm×150 mm，2.6 μm）进行分离，以甲醇（A）-0.1% 甲酸水溶液（B）为

流动相进行梯度洗脱；加热电喷雾离子源（HESI）检测，正、负离子模式同时扫描获得高分

辨质谱信息。结果　共鉴定出 74 个化学成分，包括有机酸及其酯类 26 个（氨基酸类 11 个、

酚酸类 8 个、脂肪酸类 4 个和有机酸酯类 3 个）、生物碱类 8 个、黄酮类 9 个、苯乙醇类 7 个、

核苷类 5 个、二苯乙烯苷类 1 个、皂苷类 3 个、香豆素类 3 个、蒽醌类 2 个、其他类化合物 10 个。

其中 18 个化合物通过与对照品进行比较明确识别。结论　UPLC-Q-Orbitrap HRMS 技术可以

快速、全面地鉴定糖尿康胶囊中的化学成分，为提高其质量标准、阐明药效物质基础及临床合

理用药提供重要依据。

关键词：糖尿康胶囊；轨道阱高分辨质谱；化学成分；氨基酸类；生物碱类；苯乙醇类；二苯

乙烯苷类；核苷类；皂苷类

中图分类号：R284.1　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1800-09
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Chemical constituents in Tangniaokang capsules based on  
UHPLC-Q-Orbitrap HRMS

HU Jing1, XU Jian-qin2, CHEN Zhi-yong1, REN Hui1, ZHANG Xiao-feng2* (1. Shaanxi Academy of 
Traditional Chinese Medicine, Xi’an  710061; 2. Shaanxi Hospital of Traditional Chinese Medicine, 
Xi’an  710003)

Abstract: Objective  To rapidly identify the chemical constituents of Tangniaokang capsules by 
UHPLC-Q-Orbitrap HRMS. Methods  UPLC-Q-Orbitrap HRMS was used to comprehensively collect 
MS1 and MS2 fragment information of Tangniaokang capsules to identify their chemical compositions. 
The gradient elution was performed on the Thermo Accucure aQ C18 column (2.1 mm×150 mm, 
2.6 µm) with methanol (A) and water containing 0.1% formic acid (B) as the mobile phase. Positive 
and negative ion heated electrospray ion source (HESI) modes were used in the simultaneous 
sanning to obtain high-resolution mass spectrometric information. Results  Totally 74 compounds 
were identified from Tangniaokang capsules, including 26 organic acids and esters (11 amino acids, 
8 phenolic acids, 4 fatty acids and 3 organic esters), 8 alkaloids, 9 flavonoids, 7 phenylethanols, 5 
nucleosides, 1 stilbene glycoside, 3 saponins, 3 coumarins, 2 anthraquinones and 10 other compounds. 
Among them, 18 compounds were easily identified as compared with the reference. Conclusion  
Chemical components in Tangniaokang capsules are identified rapidly and comprehensively with 
UPLC-Q-Orbitrap HRMS, which helps improve the quality standards, and elucidate the basis for 
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　　糖尿康胶囊是陕西省中医医院（以下简称“我
院”）多年来常用的院内制剂（陕药管制字 [2001]
第 0022 号），由西洋参、地黄、麦冬、天花粉、
地骨皮、红花、制何首乌、僵蚕、鹿角霜等 9 味
药材制成，具有滋阴益气，活血通络的功效，主
治消渴病，对烦渴多饮、消瘦多尿、乏力多汗及
肢体麻木疼痛等症效果较好 [1]。现代药理认为糖
尿康胶囊可能通过激活 AMPK/CREB 信号通路
改善 2 型糖尿病的胰岛素抵抗状态，减轻胰岛损
伤 [2]。我院多年临床使用经验证明糖尿康胶囊临
床疗效确切，但目前糖尿康胶囊的相关研究仅集
中在临床应用和药理作用上 [1-2]，现行质量标准
仅有西洋参 Panax quinquefolium L. 的薄层色谱鉴
别，缺乏对其化学成分全面系统的分析和鉴定研
究。鉴于中药复方制剂成分复杂，仅对单一药材
的薄层鉴定无法全面反映其质量和化学组成。因
此，建立糖尿康胶囊化学成分的快速分析方法对
该药的药效物质基础研究极为重要。
　　本研究采用超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场
轨道阱高分辨质谱（UHPLC-Q-Orbitrap HRMS）
技术全面分析、鉴定糖尿康胶囊的化学成分，现
报道如下。
1　材料
　　UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 型高分辨质谱仪
和 UltiMate3000 型超高效液相色谱系统 [ 赛默飞
世尔科技（中国）有限公司，配有加热电喷雾离
子源（HESI）及 Xcalibur 4.0 工作站 ]，Thermo 
Accucore aQ RP18 色谱柱（2.1 mm×150 mm，2.6 
μm，美国赛默飞世尔科技公司），SQP 型 1/1 万
和 1/10 万电子分析天平 [ 赛多利斯科学仪器（北
京）有限公司 ]，KQ-100 型超声波清洗机（昆山
市超声仪器有限公司）。
　　对照品瓜氨酸、拟人参皂苷 F11、丹皮酚、
2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷
（中国食品药品检定研究院，批号分别为 110875-
201607、110841-201607、110708-201407、MUST-
16021005，纯度均≥ 98%）；对照品东莨菪内酯、
东莨菪苷、秦皮乙素、咖啡酸（上海忻明生物
科技有限公司，批号分别为 161208、18010202、
18092803、17122804，纯度均≥ 98%）；对照品
芦丁、地骨皮甲素、地骨皮乙素（四川省维克奇
生物科技有限公司，批号分别为 wkq20030203、

wkq22060905、wkq22050504，纯度均≥ 98%）；对
照品 N- 反式 - 阿魏酰酪胺（上海源叶生物科技有限
公司，批号：W01D9Z76497，纯度≥ 98%）；对照
品毛蕊花糖苷、L- 精氨酸、L- 脯氨酸、L- 苯丙氨酸、
L- 色氨酸、L- 亮氨酸、L- 异亮氨酸（宝鸡市辰光生
物科技有限公司，批号分别为 61276-17-3、74-79-
3、147-85-3、63-91-2、73-22-3、61-90-5、73-32-5，
纯度均≥ 98%）。水（蒸馏水，广州屈臣氏食品饮
料有限公司），甲醇（色谱纯）、甲酸（质谱纯）[ 赛
默飞世尔科技（中国）有限公司 ]，其他试剂均
为分析纯。糖尿康胶囊（规格：0.3 g/ 粒，批号：
20211001，陕西省中医医院制剂中心）。
2　方法
2.1　液质联用分析条件
2.1.1　 色 谱 条 件　Thermo Accucore aQ RP18 色
谱柱（2.1 mm×150 mm，2.6 μm），流动相甲醇
（A）-0.1% 甲酸水溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 3 
min，0% ～ 2%A；3 ～ 5 min，2% ～ 5%A；5 ～ 8 
min，5% ～ 10%A；8 ～ 18 min，10% ～ 30%A；
18 ～ 30 min，30% ～ 60%A；30 ～ 40 min，
60% ～ 90%A）， 流 速 0.3 mL·min－ 1， 柱 温
30℃，进样量 3 μL。
2.1.2　质谱条件　离子源为 HESI，正、负离子监
测模式，喷雾电压均为 3.5 kV，鞘气流速 40 arb，
辅助气流速 10 arb，雾化温度 350℃，毛细管温度
320℃，S-lens RF level 为 50。扫描模式 Full MS/
dd-MS2，Full MS 分 辨 率 70 000，dd-MS2 分 辨 率
17 500，扫描范围 m/z 80 ～ 1200；碰撞能量（CE）
梯度为30、50 eV。数据分析采用 Xcalibur 4.0软件。
2.2　样品溶液的制备 
　　取糖尿康胶囊内容物 20 粒，除去胶囊壳，研
细，取约 1.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精
密加入 70% 乙醇 50 mL，常温下超声（功率为 250 
W，频率为 50 kHz）提取 30 min，放冷，再称定
重量，用 70% 乙醇补足减失的重量，摇匀，滤过，
取续滤液，经 0.22 µm 微孔滤膜滤过，即得。
2.3　对照品的制备 
　　分别精密称取各对照品适量，置于 5 mL 量
瓶中，加甲醇溶解并定容，制备单一对照品储备
液；混合对照品溶液储备液由各单一对照品储备
液混合并稀释得到；置于 4℃冰箱保存。
2.4　数据处理 

pharmacodynamic substances.
Key words: Tangniaokang capsule; orbitrap HRMS; chemical constituent; amino acid; alkaloid; 
phenylethanol; stilbene glycoside; nucleoside; saponin
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　　取糖尿康胶囊样品溶液，按“2.1”项下方法
测定，根据一级质谱精确相对分子质量信息，采
用 Xcalibur 4.0 软件拟合分子式，与自建的糖尿
康胶囊化学成分数据库信息（包括中英文名称、
CAS 号、分子式、精确相对分子质量）进行匹配，
对色谱峰进行解析，根据自建数据库及参考文献
等提供的碎片离子信息进一步推测化合物结构及
其裂解规律。通过 Clog P 值（C 表示 calculated，
P 为油水分配系数）判断极性，用来区分同分异
构体。
3　结果与分析
　　借助 UHPLC-Q Exactive Focus MS/MS 检测
得到糖尿康胶囊的基峰色谱图，见图 1。按照
“2.3”项下方法对糖尿康胶囊中的化学成分进行
结构推测和确证。依据化合物的高分辨质谱数
据，结合自建数据库、对照品、参考相关文献
比对，最终从糖尿康胶囊中共解析出 74 个化学
成分 [3-10]，包括有机酸及其酯类 26 个（化合物
1 ～ 3、5 ～ 7、12、13、15、18、24 为氨基酸类；
化合物 17、22、23、25、28、32、35、36 为酚酸类；
化合物 9、11、47、74 为脂肪酸类；化合物 34、
71、72 为有机酸酯类）、生物碱类 8 个（化合物 4、
19、30、38、43、50、52、58）、黄酮类 9 个（化
合 物 44、48、49、53、54、59、61、64、70）、
苯 乙 醇 类 7 个（化 合 物 39、40、42、45、46、
55、57）、核苷类 5 个（化合物 8、10、14、20、
21）、二苯乙烯苷类 1 个（化合物 41）、皂苷类 3
个（化合物 65、67、68），香豆素类 3 个（化合
物 31、33、37）、蒽醌类 2 个（化合物 63、73）、
其他类 10 个（化合物 16、26、27、29、51、56、
60、62、66、69）。其中，18 个化合物通过与对
照品进行比较明确识别。鉴定结果见表 1。
3.1　有机酸及其酯类
　　在糖尿康胶囊中鉴定出有机酸及其酯类数量最
多，共 26 种，主要来自于方中的白僵蚕、鹿角霜、
天花粉、地黄等。本研究发现氨基酸类在正离子模
式下有较好的响应，其余均在负离子模式下响应较
好。裂解规律方面，氨基酸以丢失氨基和羧基碎片
为主 [11]。以化合物 2 为例，在正离子模式下的一
级质谱信息得到准分子离子峰为 m/z 175.1190 [M＋

H] ＋，分子式为 C6H14N4O2，二级碎片丢失氨基
生 成 m/z 158.0927 [M ＋ H-NH2]

＋ 碎 片 离 子， 继
续丢失羧基生成 m/z 116.0706 [M ＋ H-CHNO2]

＋

碎片离子；丢失 3 个氨基生成 m/z 130.0978 [M ＋

H-CH5N3]
＋碎片离子，经与对照品确认鉴定为 L-

精氨酸，具体质谱裂解途径如图 2 所示。以化合
物 34 为例，分子式为 C9H10O3，二级碎片失去一

分子 H2O 得到 m/z 147.0449 [M-H-H2O]－碎片离子，
丢失一分子 CO2 得到 m/z 121.0292 [M-H-CO2]

－碎
片离子，失去一分子乙酸得到 m/z 93.0344 [M-H-
C3H6O2]

－苯酚碎片离子，推测该化合物为对羟基
苯甲酸乙酯。同样，化合物 23 分子式为 C7H6O3，
二级碎片主要为 m/z 93.0344 [M-H-CO2]

－丰度达到
100%，推测为对羟基苯甲酸。多元羧酸以化合物
47 为例，在负离子模式下其准分子离子峰为 m/z 
187.0976 [M-H]－，其二级碎片离子为 m/z 169.1007 
[M-H-H2O]－，m/z 125.0969 [M-H-H2O-CO2]

－，根据
裂解规律与文献 [12] 比对，推测其为壬二酸。

图 2　L- 精氨酸的质谱裂解途径

Fig 2　MS fragmentation pathway of L-arginine

3.2　生物碱类化合物

　　糖尿康胶囊共鉴定 8 个生物碱类化合物，均来
源于方中地骨皮，其中大部分生物碱为酰胺类化合

图 1　糖尿康胶囊在负离子（A）和正离子（B）模式下的基峰色谱图

Fig 1　Ion chromatogram in both negative ion（A）and positive ion
（B）modes of Tangniaokang capsules
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表 1　糖尿康胶囊化学成分的 UHPLC-Q-Orbitrap HRMS鉴定 
Tab 1　Identification of chemical constituents from Tangniaokang capsules by UHPLC-Q-Orbitrap HRMS

No. 分类 名称 分子式
tR/

min

m/z δ/
×10 － 6

离子

模式
碎片离子

理论值 实测值

1 氨基酸类 赖氨酸 [3-4] C6H14N2O2 0.90 147.1128 147.1133 3.4 [M+H]＋ 130.0862，84.0808
2 氨基酸类 *L- 精氨酸 [3-5] C6H14N4O2 0.96 175.1190 175.1190 0.0 [M+H]＋ 158.0927，130.0978，116.0706，70.0652
3 氨基酸类 * 瓜氨酸 [6] C6H13N3O3 1.00 176.1030 176.1029 － 0.6 [M+H]＋ 159.0763，113.0709，70.0651
4 生物碱类 甜菜碱 [7] C5H11NO2 1.00 118.0863 118.0862 － 0.5 [M+H]＋ 99.2821，72.6213，59.0732
5 氨基酸类 *L- 脯氨酸 [3-4] C5H9NO2 1.05 116.0706 116.0706 0.0 [M+H]＋ 70.0652
6 氨基酸类 *L- 异亮氨酸 [3-4] C6H13NO2 1.11 132.1019 132.1021 1.4 [M+H]＋ 86.0964，69.0700
7 氨基酸类 缬氨酸 [3-4] C5H11NO2 1.14 118.0863 118.0862 － 0.7 [M+H]＋ 72.0808
8 核苷类 腺嘌呤 [3-4] C5H5N5 1.64 136.0618 136.0619 0.7 [M+H]＋ 118.9424，90.9475
9 脂肪酸类 柠檬酸 [4] C6H8O7 1.76 191.0197 191.0195 － 1.0 [M-H]－ 146.3258，111.0085，87.0085
10 核苷类 次黄嘌呤 C5H4N4O 2.11 137.0458 137.0459 0.7 [M+H]＋ 118.9423，90.9474
11 脂肪酸类 琥珀酸 [6，8] C4H6O4 2.19 117.0193 117.0191 － 1.7 [M-H]－ 99.0086，73.0293
12 氨基酸类 酪氨酸 [3-4] C9H11NO3 2.24 182.0812 182.0812 0.0 [M+H]＋ 136.0757，96.0444，87.0441
13 氨基酸类 *L- 亮氨酸 [3-4] C6H13NO2 2.39 132.1019 132.1021 1.4 [M+H]＋ 86.0964
14 核苷类 黄嘌呤 [3] C5H4N4O2 2.56 151.0262 151.0259 － 2.0 [M-H]－ 108.0201
15 氨基酸类 组氨酸 [3-4] C6H9N3O2 2.68 156.0768 156.0768 0.0 [M+H]＋ 110.0710
16 其他类 邻苯三酚 [8] C6H6O3 2.73 125.0244 125.0241 － 2.4 [M-H]－ 125.0241，96.0453
17 酚酸类 没食子酸 [9] C7H6O5 3.79 169.0143 169.0139 － 2.4 [M-H]－ 125.0241
18 氨基酸类 *L- 苯丙氨酸 [3，4] C9H11NO2 5.04 166.0863 166.0862 － 0.6 [M+H]＋ 120.0807
19 生物碱类 N- 乙酰基酪胺 [7] C10H13NO2 5.04 180.1019 180.1017 － 1.1 [M+H]＋ 162.0910，133.0520，108.0444
20 核苷类 肌苷 [3] C10H12N4O5 5.13 267.0735 267.0731 － 1.5 [M-H]－ 135.0310
21 核苷类 鸟苷 [3，7] C10H13N5O5 5.28 282.0844 282.0838 － 2.1 [M-H]－ 150.0418，133.0154
22 酚酸类 原儿茶酸（3，4- 二羟基苯 

甲酸）[8，10]

C7H6O4 7.08 153.0193 153.0190 － 2.0 [M-H]－ 109.0293

23 酚酸类 对羟基苯甲酸 [8-9] C7H6O3 9.40 137.0244 137.0242 － 1.5 [M-H]－ 93.0344
24 氨基酸类 *L- 色氨酸 [4] C11H12N2O2 9.62 205.0972 205.0974 1.0 [M+H]＋ 188.0707，146.0601，118.0651
25 酚酸类 2，6- 二羟基苯甲酸 [8] C7H6O4 9.74 153.0193 153.0190 － 2.0 [M-H]－ 109.0293
26 其他类 栀子新苷 [10] C16H22O10 10.34 373.1140 373.1129 － 2.9 [M-H]－ 325.0494，211.0612，167.0710，149.0605，

123.0449
27 其他类 连翘酯苷 E[10] C20H30O12 11.48 461.1665 461.1669 0.9 [M-H]－ 315.1093，162.8387，135.0449，113.0242
28 酚酸类 龙胆酸 [7，10] C7H6O4 11.96 153.0193 153.0190 － 2.0 [M-H]－ 109.0293
29 其他类 对羟基苯甲醛 [8] C7H6O2 12.19 123.0441 123.0441 0.0 [M+H]＋ 105.0445，95.0491
30 生物碱类 * 地骨皮乙素 [7] C28H42N4O6 12.93 531.3177 531.3181 0.8 [M+H]＋ 293.1860，222.1125，165.0548，123.0440
31 香豆素类 * 东莨菪苷 [7] C16H18O9 13.99 355.1024 355.1024 0.0 [M+H]＋ 193.0497，178.0264，165.0552，133.0285
32 酚酸类 * 咖啡酸 [7，10] C9H8O4 14.38 179.0350 179.0345 － 2.8 [M-H]－ 135.0450
33 香豆素类 * 秦皮乙素 [10] C9H6O4 15.06 179.0339 179.0335 － 2.2 [M+H]－ 152.0704，134.0598，108.0442
34 有机酸酯类 对羟基苯甲酸乙酯 [8] C9H10O3 15.40 165.0557 165.0549 － 4.8 [M-H]－ 147.0449，121.0292，93.0344
35 酚酸类 阿魏酸 [7，9] C10H10O4 17.21 193.0506 193.0502 － 2.1 [M-H]－ 177.9034，149.0241，121.0292
36 酚酸类 对羟基桂皮酸 [9-10] C9H8O3 17.79 163.0401 163.0397 － 2.5 [M-H]－ 119.0499
37 香豆素类 * 东莨菪内酯 [7] C10H8O4 18.68 193.0495 193.0497 1.0 [M+H]＋ 178.0261，165.0541，133.0284
38 生物碱类 二氢咖啡酰酪胺 [7] C17H19NO4 18.80 302.1387 302.1377 － 3.3 [M+H]＋ 138.0911，121.0645
39 苯乙醇类 高香茅醇 [10] C9H12O3 19.36 169.0859 169.0864 3.0 [M+H]＋ 137.0599，109.0649，91.0539
40 苯乙醇类 焦地黄苯乙醇苷 A1[10] C36H48O20 21.02 799.2666 799.2661 － 0.6 [M-H]－ 623.2178，519.9864，428.0882，193.0498，

175.0395，160.0162，132.0212
41 二苯乙烯 

苷类

*2，3，5，4'- 四羟基二苯 
乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷 [8]

C20H22O9 21.47 405.1191 405.1183 2.0 [M-H]－ 243.0656，225.0555，173.0603，137.0243，
109.0292

42 苯乙醇类 连翘酯苷 A[10] C29H36O15 22.08 623.1981 623.1973 － 1.3 [M-H]－ 461.1654，315.1082，161.0240，133.0292，
113.0242

43 生物碱类 N- 对香豆酰真蛸胺或反

式 -N- 对羟基苯乙基 
咖啡酰胺 [7]

C17H17NO4 22.64 300.1230 300.1233 1.0 [M+H]＋ 163.0391，121.0648

44 黄酮类 异槲皮苷 [6] C21H20O12 22.80 463.0882 463.0882 0.0 [M-H]－ 301.0346，271.0249，255.0298，243.0293，
165.9904，139.0033
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续表 1

No. 分类 名称 分子式
tR/

min

m/z δ/
×10 － 6

离子

模式
碎片离子

理论值 实测值

45 苯乙醇类 焦地黄苯乙醇苷 B1[10] C37H50O20 23.13 813.2823 813.2815 － 1.0 [M-H]－ 637.2333，448.8994，193.0505，175.0395，
160.0162，134.0373

46 苯乙醇类 * 毛蕊花糖苷 [10] C29H36O15 23.64 623.1981 623.1973 － 1.3 [M-H]－ 461.1660，315.1082，161.0240，133.0292，
113.0242

47 脂肪酸类 壬二酸 [7] C9H16O4 23.81 187.0976 187.0972 － 2.1 [M-H]－ 169.1007，125.0969，97.0657
48 黄酮类 金丝桃苷 [8] C21H20O12 23.94 463.0882 463.0882 0.0 [M-H]－ 301.0346，271.0249，243.0293
49 黄酮类 * 芦丁 [8，9] C27H30O16 24.07 609.1461 609.1449 － 2.0 [M-H]－ 301.0334，271.0241，255.0293，243.0292，

227.0348，178.9981，151.0034，133.0284
50 生物碱类 *N- 反式 - 阿魏酰酪胺 [7] C18H19NO4 24.80 314.1387 314.1387 0.0 [M+H]＋ 177.0547，145.0285，121.0648
51 其他类 2，5- 二甲基 -7- 羟基色酮 [8] C11H10O3 24.89 189.0557 189.0553 － 2.1 [M-H]－ 164.0350，146.0245，120.0452
52 生物碱类 枸杞素 A[7] C42H51N9O12 25.09 874.3730 874.3730 0.0 [M+H]＋ 486.1982，468.1875，226.1189，169.0759，

136.0757，91.0545，70.0652
53 黄酮类 山柰酚 -3-O- 芸香糖苷或 

红花黄色素 A[9]

C27H30O15 25.81 595.1657 595.1661 0.7 [M+H]＋ 287.0551

54 黄酮类 山柰酚 -3-β-D- 葡萄糖苷 [8] C21H20O11 25.95 447.0933 447.0918 － 3.4 [M-H]－ 285.0394，227.0351，136.9876
55 苯乙醇类 地黄苷 [10] C31H40O15 26.06 651.2294 651.2287 － 1.1 [M-H]－ 475.1812，323.7600，193.0499，175.0396，

160.0162，134.0371
56 其他类 * 丹皮酚 [9] C9H10O3 26.65 167.0703 167.0705 1.2 [M+H]＋ 149.0495，120.0805，84.9595
57 苯乙醇类 异地黄苷 [10] C31H40O15 27.56 651.2294 651.2287 － 1.1 [M-H]－ 475.1817，335.8453，193.0503，175.0397，

160.0162，134.0372
58 生物碱类 枸杞素 B[7] C44H52N10O11 27.86 897.3890 897.3893 0.3 [M+H]＋ 486.1985，468.1875，226.1189，188.0707，

169.0760，159.0917，70.0652
59 黄酮类 山柰素 [8-9] C16H12O6 28.74 299.0561 299.0565 1.3 [M-H]－ 284.0322，240.0412，143.4504，130.0874，

94.9247
60 其他类 去氧齐墩果酸 [5] C30H48O2 29.21 441.3727 441.3734 1.6 [M+H]＋ 423.3617，203.1793，161.1321，133.1014，

121.1012
61 黄酮类 牡荆素 [8] C21H20O10 29.56 431.0984 431.0976 － 1.9 [M-H]－ 269.0450，225.0553
62 其他类 5- 羧甲基 -7- 羟基 -2- 

甲基色原酮 [8]

C10H8O3 29.57 177.0546 177.0547 0.6 [M+H]＋ 149.0235，121.0285，84.9597

63 蒽醌类 大黄素甲醚 -8-O-β-D 
葡萄糖苷 [8]

C22H22O10 30.02 445.1140 445.1128 － 2.7 [M-H]－ 401.0872，357.0974，225.0556，181.0659，
121.0293

64 黄酮类 山柰酚 [8-9] C15H10O6 30.51 285.0405 285.0397 － 2.8 [M-H]－ 241.0503，226.0257，166.2229
65 皂苷类 * 拟人参皂苷 F11[5] C42H72O14 31.90 799.4849 799.4835 － 1.8 [M-H]－ 653.4249，635.4146，491.3812
66 其他类 路路通醛 C30H46O2 35.23 439.3571 439.3572 0.2 [M+H]＋ 203.1797，191.1797，161.1326，147.1168，

133.1012，119.0858
67 皂苷类 西洋参皂苷 R1[5] C56H94O24 35.36 1149.6062 1149.6055 － 0.6 [M-H]－ 1107.5924，1089.5840，945.5437，

221.0622，161.0449，113.0242，
101.0242

68 皂苷类 人参皂苷 Rb1[5] C54H92O23 35.76 1107.5957 1107.5933 － 2.2 [M-H]－ 945.5399，783.4918，621.4348，459.3833，
375.2833，221.0663

69 其他类 白桦脂醇 [5] C30H50O2 35.77 443.3884 443.3885 0.2 [M+H]＋ 425.3757，221.1905，207.1744，189.1636，
163.1481，135.1169

70 黄酮类 原花青 [8] C30H26O13 36.04 593.1301 593.1324 3.9 [M-H]－ 209.0451，121.0292
71 有机酸酯类 邻苯二甲酸二丁酯 [5-6] C16H22O4 37.11 279.1591 279.1592 0.4 [M+H]＋ 149.0234
72 有机酸酯类 邻苯二甲酸二异丁酯 [5-6] C16H22O4 37.39 279.1591 279.1592 0.4 [M+H]＋ 149.0234
73 蒽醌类 大黄素或芦荟大黄 [8-9] C15H10O5 38.22 269.0456 269.0450 － 2.2 [M-H]－ 241.0507，225.0552，197.0604，131.6569
74 脂肪酸类 亚麻酸 [7] C18H30O2 38.76 279.2319 279.2317 － 0.7 [M+H]＋ 149.0233，109.1033，95.0855，81.0699，

67.0544
注（Note）：* 通过与对照品比对确认（* means confirmed by comparison of reference substance）。

物，该类化合物在正离子模式下酰胺键极易断裂。
以化合物 30 为例，正离子模式下准分子离子峰为

m/z 531.3177 [M ＋ H]＋，保留时间为 12.93 min，其
二级碎片离子为酰胺键断裂得到 m/z 293.1860 [M ＋



1805

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

H-C12H18N2O3]
＋，m/z 165.0548 [M＋H-C19H34N4O3]

＋，
经与对照品确认为地骨皮乙素。化合物 38 其在
正离子模式下准分子离子峰为 m/z 302.1387 [M ＋

H] ＋，高分辨质谱拟合其化学式为 C17H19NO4，正
离子模式下酰胺键断裂未出现脱去酪胺分子的离子
峰，推测咖啡酰双键被还原后，无法通过共轭来稳
定羰基碳上的正电荷，进一步脱去 CO 的离子峰 m/z 
121.0645 [M ＋ H-C9H11NO3]

＋的丰度达到 100%。此
外，酰胺键断裂后失去咖啡酰片段的碎片离子 m/z 
138.0911 [M ＋ H-C9H8O3]

＋在二级质谱图上同样具
有较高的丰度。故推测化合物38为二氢咖啡酰酪胺，
推测其裂解过程见图 3。

图 3　二氢咖啡酰酪胺的质谱裂解途径

Fig 3　MS fragmentation pathway of dihydro-N-caffeoyl tyramine

3.3　黄酮类化合物

　　糖尿康胶囊中鉴别的黄酮类化合物共有 9 个，
主要来自方中红花和制何首乌。该类化合物是以
2 个苯环（A 与 B 环）通过 3 个碳原子互相联结

形成的 2- 苯基色原酮为骨架衍生的一类广泛存在
于自然界的化合物，根据是否连接糖残基，可分
为黄酮苷元和黄酮苷类 [13]。黄酮苷类以 C- 苷键
和 O- 苷键分为黄酮碳苷和黄酮氧苷。黄酮碳苷多
以糖环的交叉环切除裂解为主，几乎不产生苷元
离子；黄酮氧苷的裂解以糖苷键的断裂为主，丢
失中性葡萄糖基或鼠李糖基等特征碎片，得到丰
度较高的二级苷元碎片，丢失糖基的黄酮苷元可
继续丢失 H2O、CH3、CO 等碎片或黄酮苷元 C 环
发生逆 Diels-Alder 重排（RDA 重排）[14]。以化合
物 49 为例，在负离子模式下的一级质谱信息得
到准分子离子峰为 m/z 609.1461 [M-H]－，保留时
间为 24.07 min，其二级质谱脱去芦丁糖残基得到
100% 丰度的 m/z 301.0334 [M-H-C12H20O9]

－特征碎
片，为化合物 49 的黄酮苷元。黄酮苷元 C 环进一
步 裂 解 得 到 m/z 271.0241 [M-H-C12H20O9-CH2O]－，
m/z 255.0293 [M-H-C12H20O9-CH2O2]

－，m/z 178.9981 
[M-H-C12H20O9-C7H6O2]

－碎片，或经 RDA 重排得到
m/z 151.0034 [M-H-C12H20O9-]

－和 m/z 133.0284 [M-H-
C12H20O9-]

－碎片。碎片 m/z 271.0241 和 m/z 255.0293
丢失中性 CO 离子得到 m/z 243.0292 [M-H-C12H20O9-
CH2O-CO]－ 和 227.0348 [M-H-C12H20O9-CH2O2-CO]－

碎片。经对照品确认，推测化合物 49 为芦丁。具
体推测裂解过程见图 4。

图 4　芦丁的质谱裂解途径

Fig 4　MS fragmentation pathway of rutin

3.4　二苯乙烯苷类化合物
　　化合物 41 是方中制何首乌中最主要的二苯乙
烯苷类化合物，在糖尿康胶囊中也大量存在，已
在糖尿康胶囊质量标准提升研究中纳入含量测定。
化合物 41 在负离子模式下的一级质谱信息得到准
分子离子峰为 m/z 405.1191 [M-H]－，保留时间为
21.47 min，其二级质谱脱去一个葡萄糖残基得到一
个二苯乙烯苷元碎片 m/z 243.0656 [M-H-Glc]－，通
过重排为醌式结构后进一步裂解形成 m/z 225.0555 
[M-H-Glc-H2O]－，m/z 173.0603 [M-H-C3H2O2]－，

m/z 137.0243 [M-H-C7H6O]－，m/z 109.0292 [M-H-
C8H6O2]

－，与文献报道基本一致 [15]。经对照品确认，
化合物 41 为 2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-
β-D- 葡萄糖苷，具体推测裂解过程见图 5。
3.5　苯乙醇类化合物
　　糖尿康胶囊中有 7 个苯乙醇类化合物，均来
自于方中地黄，除化合物 39 外其结构中均有苯乙
醇苷元、咖啡酸及糖结构，其裂规律主要为糖苷
键断裂和酯苷键断裂 [16]。以化合物 46 为例，在负
离子模式下准分子离子峰为 m/z 623.1981 [M-H]－，
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其二级质谱失去咖啡酰基得到 m/z 461.1660 [M-H-
caffeoyl]－碎片，继续丢失鼠李糖残基得到碎片 m/z 
315.1082 [M-H-caffeoyl-Rha]－，咖啡酸脱去一分子

H2O 的 m/z 161.0240 [caffeoyl-H-H2O]－碎片。该裂
解特征与文献报道一致 [16]，且经对照品确认化合
物 46 为毛蕊花糖苷。具体推测裂解过程见图 6。

3.6　核苷类化合物
　　在糖尿康胶囊中共鉴定出 5 个核苷类化合物，
主要来源于方中地黄及动物类药僵蚕和鹿角霜。
核苷类化合物的质谱裂解规律主要为丢失核糖以
及碱基母核的进一步裂解 [17]。以化合物 20 为例，
在负离子模式下准分子离子峰为 m/z 267.0735 
[M-H]－，其二级质谱失去核糖后得到一个丰度为
100% 的 碎 片 离 子 m/z 135.0310 [M-H-Ribose]－，
经推测其为肌苷。同样，化合物 21 一级质谱准
分子离子峰为 m/z 282.0844 [M-H]－，丢失糖基得
到 m/z 150.0418[M-H-Ribose]－，继续丢失氨基得
到 m/z 133.0154 [M-H-Ribose-NH3]

－碎片，推测其
为鸟苷，具体质谱推测裂解途径见图 7。
3.7　皂苷类化合物
　　糖尿康胶囊中鉴定的皂苷类化合物只有 3 个，
均来自于方中西洋参。皂苷类化合物的质谱裂解规
律为糖丢失的过程及苷元的进一步裂解 [18]。以化

合物 65 为例，其保留时间为 31.90 min，在负离子
模式下准分子离子峰为 m/z 799.4849 [M-H]－，高分
辨质谱拟合其分子式为 C42H72O14，初步推测该化
合物可能为拟人参皂苷 F11 或人参皂苷 Rb1。二级
质谱依次失去鼠李糖和葡萄糖后得到 m/z 653.4249 
[M-H-Rha-H2O]－，m/z 635.4146 [M-H-Rha-2H2O]－，
m/z 491.3812 [M-H-（Rha-H2O）-（Glc-H2O）]－碎片
离子。经推测其结构中分别有一分子的葡萄糖和一
分子的鼠李糖，其皂苷元为奥寇梯木醇型皂苷元，
结合文献报道 [17] 与对照品确认推测该化合物为拟
人参皂苷 F11。具体质谱裂解途径见图 8。

图 5　2，3，5，4'- 四羟基二苯乙烯 -2-O-β-D- 葡萄糖苷的质谱裂解途径

Fig 5　MS fragmentation pathway of 2，3，5，4'-tetrahydroxy stilbene-2-O-β-D-glucoside

图 6　毛蕊花糖苷的质谱裂解途径

Fig 6　MS fragmentation pathway of acteoside

图 7　鸟苷的质谱裂解途径

Fig 7　MS fragmentation pathway of guanosine hydrate
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图 9　大黄素甲醚 -8-O-β-D 葡萄糖苷的质谱裂解途径

Fig 9　MS fragmentation pathway of physcion-8-O-β-D-glucoside

图 8　拟人参皂苷 F11 的质谱裂解途径

Fig 8　MS fragmentation pathway of pseudoginsenoside F11

3.8　蒽醌类化合物
　　糖尿康胶囊中蒽醌类化合物主要来自方中制
何首乌。以化合物 63 为例，其一级质谱中准分子
离子峰为 m/z 445.1140 [M-H]－，进一步失去一分子
CO 和一分子 CH3 得到大黄素甲醚的特征性碎片 m/
z 401.0872 [M-H-CO-CH3]

－，继续失去葡萄糖残基
得到 m/z 225.0556 [M-H-CO-CH3-Glc]－；或特征性

碎片 m/z 401.0872 [M-H-CO-CH3]
－进一步失去一分

子 CO2 再失去葡萄糖残基得到 m/z 357.0974 [M-H-
CO-CH3-CO2]

－ 和 m/z 181.0659 [M-H-CO-CH3-CO2-
Glc]－。参考相关文献 [19]，推测化合物 63 为大黄素
甲醚 -8-O-β-D 葡萄糖苷，其详细质谱裂解途径见
图 9。

3.9　香豆素类化合物
　　糖尿康胶囊中 3 个香豆素化合物为方中地骨皮
和地黄中成分。化合物 31 一级质谱中准分子离子峰
为 m/z 355.1024 [M ＋ H]＋，二级质谱失去一个葡萄
糖残基得到碎片 m/z 193.0497 [M ＋ H-Glc-H2O]＋，继
续失去一个甲基得到碎片 m/z 178.0264 [M ＋ H-Glc-
CH3]

＋；或碎片 m/z 193.0497 [M ＋ H-C6H10O5]
＋脱羧后

再脱去一个氧离子得到碎片 m/z 133.0285 [M＋H-Glc-
H2O-COO-O] ＋； 或 碎 片 m/z 193.0497 [M ＋ H-Glc-
H2O]＋失去一个羰基形成特征碎片 m/z 165.0552 [M ＋

H-Glc-H2O-CO] ＋。化合物 37 的一级质谱准分子
离子峰为 m/z 193.0497 [M ＋ H] ＋，推测其为化合

物 31 脱去葡萄糖残基后的苷元，经裂解依次得到
m/z 178.0264 [M ＋ H-CH3]

＋、m/z 165.0552 [M ＋

H-CO] ＋、m/z 133.0285 [M ＋ H-COO-O] ＋ 等 特 征
碎片。化合物 33 一级质谱中准分子离子峰为 m/z 
179.0339 [M ＋ H]＋，在二级质谱中，失去一个羰基
得到 m/z 152.0704 [M ＋ H-CO] ＋，苯环上相邻的羟
基缩合脱水形成特征碎片 m/z 134.0598 [M ＋ H-CO-
H2O]＋。结合文献报道 [20] 及与对照品比对，确认化合
物 31、33、37 为东莨菪苷、秦皮乙素、东莨菪内酯。
3.10　其他类化合物
　　糖尿康胶囊中除上述类型化合物外，还有萜
类、酚类、色原酮类等化合物，具体见表 1。
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4　讨论与结论
　　结合前期建立糖尿康胶囊化学成分库和预试
验结果，最终选用 70% 乙醇超声提取 30 min，采
用甲醇 -0.1% 甲酸水溶液为流动相，可以改善化
合物的峰形。UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 技术以
其高灵敏度、高分辨率、数据快速分析等优点成
为中药小分子化合物复杂成分分析的重要手段。
为全面鉴定糖尿康胶囊的化学成分，本试验采用
正、负离子两种质谱扫描模式进行扫描和采集数
据，结果表明豆素类、生物碱类、氨基酸类及其
他类中的二苯乙烯苷类化合物等在正离子扫描模
式下有较好的响应；除氨基酸类之外的有机酸类
及黄酮类、核苷类、皂苷类等化合物在负离子扫
描模式下有较好的响应。
　　本试验采用 UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 技术对
糖尿康胶囊主要化学物质基础进行研究，共鉴定了
74 个化学成分，主要为有机酸及其酯类、生物碱
类、黄酮类、苯乙醇类、核苷类、二苯乙烯苷类等
成分。现代药理研究表明，氨基酸可防止细胞的氧
化和炎症，能够预防糖尿病的发展 [21]；黄酮类化
合物的降糖作用主要是通过调节脂质代谢紊乱，减
轻胰岛素抵抗，提高葡萄糖利用率来维持体内葡萄
糖稳态 [22-23]；其他如生物碱类、皂苷类、苯乙醇类
等化学成分均有文献报道具有降糖的功效 [24-25]。因
此，糖尿康胶囊是通过多成分、多途径、多靶点治
疗 2 型糖尿病。但本试验中未鉴别出归属于方中麦
冬药材的化学成分，后续研究中将会进一步优化糖
尿康胶囊的制备工艺和分析方法。
　　糖尿康胶囊作为一个中药复方制剂，多药材
多成分协作达到降血糖的功效，多年来临床疗效
显著，但其药效物质基础却并不清楚。本研究采
用 UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 技术快速、精确并
全面系统地对糖尿康胶囊的化学成分进行鉴别分
析，在一定程度上弥补了现阶段对糖尿康胶囊成
分研究的不足，为其质量标准提升及“成分 - 功
效”相关试验研究提供了参考。
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替比培南匹酯颗粒的制备及体内外评价

赵伟，刘阿利，张贵民*，王现珍，韩美娟（鲁南贝特制药有限公司，药物新制剂研发山东省工程研究中心，山东

　临沂　276000）

摘要：目的　制备替比培南匹酯颗粒并测定其体外溶出曲线，考察其在 Beagle 犬体内的药动

学特征。方法　先用湿法制粒制备含药内核颗粒，再用流化床进行底喷包衣，考察不同包衣层

（隔离层、掩味层、矫味层）增重对产品体外溶出的影响，确定各层最佳增重；采用正交实验

法确定掩味层中各包衣组分（乙基纤维素水分散体、尤特奇 NE30、羟丙基甲基纤维素 E6）的

最佳比例；以替比培南匹酯颗粒为参比制剂，进行体外溶出行为和 Beagle 犬体内药动学对比

实验。结果　自制制剂和参比制剂体外溶出行为相似，在犬体内的 AUC0 ～∞、tmax 和 Cmax 分别

为（4678±652）和（4215±897）h·μg·L－ 1、（1.5±0.55）和（1.17±0.41）h、（1838±179）和

（1915±402）μg·L－ 1，差异均无统计学意义（P ＞ 0.05）。以 AUC0 ～ t 计算得自制制剂的相对

生物利用度为（118.67±14.57）%。结论　本文研究出的替比培南匹酯颗粒处方工艺可行，质

量稳定，与参比制剂相似，可为其仿制研究提供依据。

关键词：替比培南匹酯；湿法制粒；流化床底喷包衣；体外溶出；药动学

中图分类号：R94，R96　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1809-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.019

Preparation and in vitro-in vivo evaluation of tebipenem pivoxil granules

ZHAO Wei, LIU A-li, ZHANG Gui-min*, WANG Xian-zhen, HAN Mei-juan (Lunan Better 
Pharmaceutical Co., Ltd., Shandong Engineering Research Center for New Drug Pharmaceuticals 
Research &Development, Linyi  Shandong  276000)

Abstract: Objective  To prepare tebipenem pivoxil granules and determine its dissolution curve in 
vitro, then to investigate their pharmacokinetics in Beagle dogs. Methods  First, drug-containing 
core particles were prepared by wet granulation, and then coating was sprayed at the bottom of a 
fluidized bed. The effect of weight gain due to different coating layers (the isolation layer, taste-
masking layer, and taste-correcting layer) on the in vitro dissolution of the product was istudied to 
determine the best weight of each layer. Orthogonal test was used to determine the best proportion 
of each coating component in the taste-masking layer (ethyl cellulose aqueous dispersion, Eudragit 
NE30, hypromellose E6). Tebipenem pivoxil granules were taken as the reference preparation, and the 
in vitro dissolution behavior and the pharmacokinetics in beagle dogs were compared. Results  The 
in vitro dissolution behavior of the self-made preparation and the reference preparation were similar. 
The AUC0 ～∞, tmax and Cmax of the self-made and reference preparations in the dogs were (4678±652) 
and (4215±897) h·μg·L－ 1, (1.5±0.55) and (1.17±0.41) h, (1838±179) and (1915±402) 
μg·L－ 1, with no significant difference (P ＞ 0.05). The relative bioavailability of the self-made 
preparations calculated by AUC0 ～ t was (118.67±14.57)%. Conclusion  The formulation technology 
of tebipenem pivoxil granules in this paper is feasible, with stable quality, which is similar to that of 
the reference preparation, which can provide a basis for its imitation research. 
Key words: tebipenem pivoxil; wet granulation; spray coating at the bottom of fluidized bed; in vitro 
dissolution; pharmacokinetics
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　　培南类药物（碳青霉烯类）问世于 20 世纪 80
年代，是抗菌谱最广的一类非典型β- 内酰胺类抗
菌药物，具有抗菌谱广、抗菌活性强的特点，能
有效解决头孢类抗菌药物的耐药性问题，且不良
反应较少 [1-3]。目前对这类药物的研发非常热门，
并且取得了很大进展，极具市场竞争力。替比培
南匹酯（tebipenem pivoxil）最早由美国辉瑞公司
研发 [4]，后日本明治制果制药公司研制开发了此
药物的颗粒剂即替比培南匹酯颗粒 [5]。
　　替比培南匹酯颗粒作为儿童用抗菌药物制剂，
对产品的口感及稳定性要求很高，原研产品通过
降低原料药粒径来提高制剂的溶出度，采用包衣
技术来掩盖药物的不良苦味，提高了儿童服用的
顺应性。但粉末或颗粒包衣技术是 21 世纪新兴的
高科技制剂技术 [6-7]，对生产设备及生产工艺要求
非常严格，过程、工艺参数控制精细，实验室技
术还处在发展研究阶段，工业化生产更难。本研
究针对这一现状，采用传统的湿法制粒及流化床
底喷包衣工艺，制得了符合质量要求的替比培南
匹酯颗粒。探讨了处方、工艺因素对制剂体外溶
出行为的影响，并通过 Beagle 犬药动学实验考察
自制制剂和参比制剂在动物体内的药物吸收差异
和相对生物利用度，为替比培南匹酯颗粒处方工
艺优化、质量评价及提高提供一定的数据支持。
1　材料

　　Mini-CG 实验型湿法混合制粒机（创志科
技股份有限公司），LBL-3 型流化床制粒包衣
机（重庆市科旭制药机械设备制造有限公司），
KT-50 多功能粉碎机 [ 雍义康科技（北京）有限公
司 ]，Evolution300 紫外可见光分光光度计、TSQ 
Endurance MS（Thermo Fisher），UDT-812A-12
溶出实验仪（美国 Logan 公司），XS205 分析天平
（精度：十万分之一，Mettler Toledo），Acquity 
UPLC（美 国 Waters 公 司）， 色 谱 柱（Agilent 
poroshell EC-C18 柱，50 mm×4.6 mm，2.7 µm），
3K15 高速冷冻离心机（Sigma），DW-86W100 医
用低温保存箱（青岛海尔特种电器有限公司）。
　　替比培南匹酯原料药（含替比培南 76.8%，
批号：634181002，山东新时代药业有限公司），
替比培南匹酯颗粒（参比制剂，规格：50 mg/
袋，批号：ORPFM2107，日本明治制果制药公
司），微晶纤维素（安徽山河药用辅料股份有限公
司），羟丙基纤维素（Ashland Specialty Ingredients 
G.P.），蔗糖（漳州市漳福糖业有限公司），乙基
纤维素水分散体（Nutrition & Biosciences USA 1，

LLC），柠檬酸三乙酯（Morimura Bras），丙烯酸
乙酯和甲基丙烯酸甲酯（2∶1）共聚物（商品名：
尤特奇 NE30，Evonik Rohm GmbH），羟丙基甲
基纤维素 E6（JRS Pharma GmbH & Co.KG），滑
石粉（广西龙胜华美滑石开发有限公司），阿司帕
坦（日本味之素株式会社），胭脂红、日落黄 [ 森
馨香精色素科技（中国）有限公司 ]；替比培南
匹酯（对照品，自标，含替比培南 77.3%，批号：
634181003）、替比培南（对照品，纯度：99.8%，
批号：20181105）（山东新时代药业股份有限公
司）；对乙酰氨基酚对照品（纯度：99.9%，批号：
100018-201610，中国食品药品检定研究院）；3-N-
吗啉基丙磺酸（MOPS，分析纯，玛雅试剂公
司）；甲醇、乙腈、乙酸铵为色谱纯，水为纯化水。
　　SPF 级健康雄性 Beagle 犬 12 只，平均体质
量约为 10 kg [ 北京玛斯生物技术有限公司，许
可证编号 SCXK（京）20190001]；犬维持饲料
（北京科奥协立饲料有限公司）。Beagle 犬在
（25±2）℃、相对湿度 45% ～ 65%、光照和黑暗
各为 12 h 的条件下饲养，自由饮食、饮水，适应
性饲养 1 周后开始实验。
2　方法与结果

2.1　替比培南匹酯颗粒体外溶出度的测定

2.1.1　溶液的制备　pH 6.8 磷酸盐缓冲液：为考
察产品的体外溶出与体内释放行为的相关性，选
择 pH 1.2 盐酸溶液、pH 4.0 或 4.5 磷酸盐缓冲液、
pH 6.8 磷酸盐缓冲液来模拟体内的消化道吸收环
境。替比培南匹酯颗粒在 pH 1.2 盐酸溶液中溶出
后迅速降解，且在 pH 4.0 磷酸盐缓冲溶液中 15 
min 溶出度大于 85%[8-11]，所以本文以 pH 6.8 磷
酸盐缓冲液作为考察溶出曲线的释放介质。磷酸
二氢钾 1.7 g 和无水磷酸氢二钠 1.775 g，加水适
量使溶解后，定容至 1000 mL，即得。
　　对照品溶液：取替比培南匹酯对照品适量，
加 pH 6.8 磷酸盐缓冲液配制成约含替比培南 16 
μg·mL－ 1 的溶液。
　　样品溶液：取替比培南匹酯对照品适量（约
相当于替比培南 50 mg）和处方比例的辅料，混
匀，加 pH 6.8 磷酸盐缓冲液 900 mL，搅拌使溶
解，过滤，取续滤液 3 mL，置 10 mL 量瓶中，
用 pH 6.8 磷酸盐缓冲液稀释至刻度，即得约含替
比培南 16 μg·mL－ 1 溶液，过滤。
　　空白溶液：取处方比例的辅料约 15 mg，加
pH 6.8 磷酸盐缓冲液至 100 mL，摇匀，过滤。
2.1.2　紫外吸收测定　分别取上述 4 种溶液，在
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200 ～ 800 nm 的波长范围内进行紫外扫描，结果
替比培南匹酯在 323 nm 处有最大吸收，且空白
辅料不干扰本品的测定。
2.1.3　线性关系考察　精密称取替比培南匹酯约
20 mg，加 pH 6.8 磷酸盐缓冲液溶解并稀释制成
约含替比培南 0.4 mg·mL－ 1 的溶液，作为对照
品储备液。分别精密量取 0.6、1、1.6、2、2.6、
3.2 mL，各置 50 mL 量瓶中，加 pH 6.8 磷酸盐缓
冲液定容，摇匀，作为系列对照品溶液；分别于
323 nm 处测定吸光度 A，并以质量浓度 c 为横坐
标、以 A 为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程
为 A ＝ 0.0334c － 0.0013（r ＝ 0.9999），结果替
比培南线性范围为 4.83 ～ 25.76 μg·mL－ 1。
2.1.4　精密度实验　精密移取“2.1.3”项下对照
品储备液 2 mL 置 50 mL 量瓶中，加 pH 6.8 磷酸
盐缓冲液定容，摇匀，作为对照品溶液，连续测
定 6 次，计算得吸光度的 RSD 为 0.40%，提示方
法精密度良好。
2.1.5　回收实验　精密称取替比培南匹酯对照品
约 20 mg，加 pH 6.8 磷酸盐缓冲液溶解并稀释制
成约含替比培南 0.4 mg·mL－ 1 的溶液，作为替
比培南匹酯对照品储备液。精密称取空白辅料约
180 mg（相当替比培南匹酯 20 mg），同法配制，
作为空白辅料储备液。分别精密量取替比培南匹
酯对照品储备液、空白溶液各 1、2、2.6 mL，各
置同一 50 mL 量瓶中，用 pH 6.8 磷酸盐缓冲液定
容至刻度，摇匀，滤过，取续滤液作为低、中、
高浓度回收率样品溶液。每个浓度配制 3 份。依
法检测，计算得低、中、高浓度的平均回收率
为 100.16%、99.73%、100.29%，RSD 为 0.60%、
0.59%、0.97%。
2.1.6　体外溶出曲线的测定和相似因子的计算　
照《中国药典》2020 年版四部通则 0931 第二法（桨
法）测定。以 pH 6.8 磷酸盐缓冲液为溶出介质，
在 37℃、转速 75 r·min－ 1 条件下实验。分别于
5、10、15、20、30、45、60、90、120 和 180 min
时取出溶出液 10 mL，立即补充同温等量溶出介
质，取出液过滤，取续滤液 3 mL 用溶出介质定量
稀释至 10 mL，摇匀，在 323 nm 波长处测定吸光
度，计算每个时间点的溶出率。平行测定 12 份，
以时间为横坐标、溶出率为纵坐标，绘制溶出曲
线。同法测定并绘制参比制剂的溶出曲线，比较
自制样品和参比制剂的相似因子（f2）。
2.2　替比培南匹酯颗粒的制备

2.2.1　替比培南匹酯颗粒内核颗粒的制备　5000

袋批量：先将替比培南匹酯原料药、蔗糖粉碎，
过 180 μm 的筛网，备用。再将粉碎后的蔗糖 925 
g、替比培南匹酯原料药 325.5 g（以替比培南计）、
微晶纤维素 50 g、羟丙基纤维素 45 g 置制粒机中，
搅拌速度 300 r·min － 1，切碎速度 700 r·min － 1

混合 5 min，加入无水乙醇制备湿颗粒。在颗粒
成型后，将制粒机搅拌转速提高到 600 r·min － 1，
切碎调至 100 r·min － 1，让湿颗粒在制粒机内进
行滚圆 90 s。将湿颗粒转移至流化床中，先自然
风吹 1 min，再用 425 μm 的筛网整粒，收集通过
425 μm 筛网的颗粒，再设定进风温度为 50℃，
干燥 0.5 h，制得内核颗粒，备用。
2.2.2　包衣液的配制　隔离层：将 15 份的羟丙
基甲基纤维素 E6 加入到适量水中，搅拌溶解后
加入 2 份的滑石粉使分散均匀，配得固含量为
17% 的混合溶液，即得。
　　掩味层：先将柠檬酸三乙酯加入到乙基纤维
素水分散体中搅拌 30 min 以上，待用；将处方量
的羟丙基甲基纤维素 E6 加入到适量水中搅拌溶
解后加入滑石粉使分散均匀，再将乙基纤维素水
分散体和柠檬酸三乙酯的混合物加入到上述溶液
中，搅拌均匀；最后将尤特奇 NE30 加入到上述
溶液中，搅拌均匀，即得固含量为 18.6% 的包衣
溶液。
　　矫味层：先将色素加入到适量水中，搅拌溶
解，再加入 2 份羟丙基甲基纤维素 E6，搅拌溶解
后加入 15 份蔗糖、5 份阿司帕坦、2 份滑石粉使
溶解并分散均匀，即得固含量为 24% 的混合溶液。
2.2.3　底喷包衣　取“2.2.1”项下内核颗粒 400 g
加入流化床中，采用底喷包衣工艺，不同包衣层
的工作参数均为：喷液转速 5 ～ 12 Hz，风机频
率 12 ～ 24 Hz，进风温度 34 ～ 40℃，物料温度
（30±5）℃，喷雾压力 0.15 ～ 0.25 MPa。先包隔
离层，再包掩味层，最后包矫味层。包衣完成后，
将颗粒于 40℃老化 12 h，即得。
　　照表 1 设计的增重制备，考察包衣层及其增
重对产品体外溶出曲线的影响，筛选出每层包衣
的最佳包衣增重，结果见图 1。

表 1　隔离层、掩味层、矫味层的包衣增重 
Tab 1　Weight gains of isolation layer，taste-masking layer and 

taste-correcting layer

处方 隔离层增重 /% 掩味层增重 /% 矫味层增重 /%

1 10 30 30

2 30 30 10

3 30 10 30
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图 1　包衣层增重对替比培南匹酯颗粒溶出行为的影响（n ＝ 12）
Fig 1　Effect of coating weight on the dissolution behavior of tebipenem 
pivoxil granules（n ＝ 12）

　　结果表明，掩味层增重 30% 时较增重 10%
溶出慢，使得体外溶出行为与参比制剂差异较大
（处方 1、2、3 与参比制剂的相似因子 f2 分别为
43.6、35.6、78.0），说明掩味层增重是影响替比
培南匹酯颗粒体外溶出行为的关键。初步确定替
比培南匹酯颗粒隔离层、掩味层、矫味层最佳包
衣增重分别为 30%、10%、30%。
2.2.4　掩味层各组分比例筛选　在处方 3 的基础
上，按照表 2 采用三因素三水平正交实验筛选掩
味层中乙基纤维素水分散体（A）、尤特奇 NE30
（B）、羟丙基甲基纤维素 E6（C）的比例。其中，
柠檬酸三乙酯的用量为乙基纤维素水分散体固
含量的 24%，滑石粉用量为尤特奇 NE30 固含量
100%。包衣操作同“2.2.3”项下。测定各组样品
在 pH 6.8 磷酸盐缓冲液中的溶出曲线，并计算其
与参比制剂的 f2 值，以 f2 值为评价指标确定各组
分的最佳比例。结果见表 3 ～ 4。

表 2　因素水平 
Tab 2　Factor and level

水平
因素

A/% B/% C/%

1 20 10 2.0

2 25 15 2.5

3 30 20 3.0

注：表中数据为各组分占掩味层包衣液总质量的比例。

Note：The data in the table are the proportion of each component 
in the total mass of the coating of the taste-masking layer.

　　结果表明：① 掩味层各组分对溶出曲线的影
响次序为 C ＞ A ＞ B；② 羟丙基甲基纤维素 E6
的比例对溶出曲线有显著影响，结合相似因子 f2

值，最优比例为 2.5；③ 乙基纤维素水分散体和
尤特奇 NE30 对溶出曲线都有一定影响，但乙基

纤维素水分散体影响更大；④ 确定掩味层包衣组
分的最佳组成比例为：乙基纤维素水分散体 - 尤
特奇 NE30- 羟丙基甲基纤维素 E6 ＝ 20∶15∶2.5。
2.3　验证实验
2.3.1　自制颗粒与参比制剂体外溶出行为的比较
　采用相似因子 f2 法评价自制制剂与参比制剂溶
出曲线的相似性。本实验选取 5、10、15、20、
30、45、60、90、120 和 180 min 共 10 个时间点
的累积溶出量数据计算 f2 值，自制制剂与参比制
剂在溶出介质中的溶出曲线见图 2，计算得两者
溶出曲线的 f2 值为 75.6，溶出行为相似。

图 2　自制替比培南匹酯颗粒和参比制剂的体外溶出曲线（n ＝ 12）
Fig 2　In vitro dissolution profile of the self-made and reference 
preparation granules of tebipenem pivoxil（n ＝ 12）

表 3　正交实验结果 
Tab 3　Orthogonal experiment

处方 A B C D（误差项） f2 值

1 1 1 1 1 48.93

2 1 2 2 2 63.89

3 1 3 3 3 56.87

4 2 1 2 3 50.35

5 2 2 3 1 58.62

6 2 3 1 2 47.98

7 3 1 3 2 54.56

8 3 2 1 3 46.87

9 3 3 2 1 48.57

K1 169.69 153.84 143.78 156.12

K2 156.95 169.38 162.81 166.43 T ＝ 476.64

K3 150.00 153.42 170.05 154.09 CT ＝ 227185.69

表 4　方差分析 
Tab 4　Variance analysis 

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

A   66.48 2 33.24 2.28 0.30

B   55.15 2 27.58 1.89 0.35

C 122.74 2 61.37 4.20 0.19

D（误差项）   29.18 2 14.60 1.00 －



1813

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

2.3.2　自制颗粒的体外溶出行为　按“2.2.4”项下
的优化制备工艺，连续试制 3 批各 2000 袋的样品
（批号分别为 180501、180502 和 180503），3 批样
品在 pH 6.8磷酸盐缓冲液中的体外溶出曲线见图 3，
结果表明，自制制剂的工艺重现性好，质量稳定。

图 3　3 批自制替比培南匹酯颗粒的体外溶出曲线（n ＝ 12）
Fig 3　In vitro dissolution profile of 3 batches of self-made granules of 
tebipenem pivoxil（n ＝ 12）

2.4　Beagle 犬体内药动学研究
2.4.1　实验方案与血样采集　采用单剂量双周期交
叉实验方案，将 12 只雄性 Beagle 犬随机分为甲、
乙两组，给药前均禁食 12 h 以上，自由饮水。第一
个给药周期时，甲组 Beagle 犬口服参比制剂 2 袋
（相当于替比培南 100 mg，配成含约替比培南为 10 
mg·mL－1水溶液），同样乙组口服自制制剂2袋（相
当于替比培南 100 mg），给药 4 h 后给食并自由饮
水；第二个给药周期时，甲组给予自制制剂，乙组
给予参比制剂。两给药周期之间间隔 7 d 洗脱期。
　　分别于两周期的给药前和给药后 0.25、0.5、
1、2、3、4、6、8 h 于犬后肢侧隐静脉取血 0.5 
mL，置于肝素钠抗凝的离心管内，冰上放置。血
液采集后 2 h 内置离心机中 4000 g 离心 10 min，
取上层血浆－ 80℃冰箱保存，待测。
2.4.2　血样处理与测定方法　取 50 μL 犬血浆，
加入 5 μL 内标溶液（2.0 μg·L－ 1 对乙酰氨基酚甲
醇溶液）和 45 μL 1 mol·L－ 1 的 3-N- 吗啉基丙磺
酸，涡旋混匀，再加入 200 μL 乙腈，涡旋 1 min，
4℃离心 10 min。取上清液 100 μL 加同体积纯化
水混匀后进样分析。
　　采用 LC-MS/MS 法测定犬血浆中替比培南匹
酯的含量 [12-13]。色谱条件：色谱柱 Hypersil GOLD
（100 mm×2.1 mm，3 µm），流动相 10 mmol·L－ 1

乙 酸 铵 溶 液 - 甲 醇， 梯 度 洗 脱（0 ～ 3.0 min，
10% ～ 75%B；3.0 ～ 4.2 min，75%B；4.2 ～ 5.0 

min，75% ～ 10%B），柱温 30℃，样品盘温度
10℃，流速 0.2 mL·min－ 1，进样量 5 μL。质谱
条件：采用电喷雾离子源（ESI），多反应监测模
式，正离子检测；用于定量分析的离子对分别为替
比培南 m/z 384.1 → 298.0，内标对乙酰氨基酚 m/z 
152.1 → 110.1，电离电压：4000 V，鞘气：35 Arb，
辅助气：6.9 kPa，尾吹气：0 kPa，离子传输毛细
管温度：350℃，雾化温度 50℃。色谱图见图 4。

图 4　空白血浆（A）和加药空白血浆（B）图谱

Fig 4　Chromatograms of blank plasma（A）and blank plasma spiked 
drug（B）

2.4.3　方法考察与评价　本方法经考察：① 血浆
内源性物质对待测物和内标无干扰；② 血浆内替
比培南质量浓度在 20 ～ 4000 ng·mL－ 1 与峰面
积线性关系良好；③ 定量下限（20 ng·mL－ 1）、
低（50 ng·mL－ 1）、中（1000 ng·mL－ 1）、高（3200 
ng·mL－ 1）4 个质控浓度的批内准确度 RSD 分别
为 10.2%、5.1%、5.0%、 － 2.1%， 精 密 度 RSD
分别为 5.6%、7.1%、2.9%、3.0%；④ 内标归一
化基质效应因子分别为 84.5%、90.0%、89.6%、
92.5%；⑤ 低、高两浓度质控样品室温放置 4 
h，－ 80℃冷冻 30 d，冻融 3 次稳定，与理论浓
度比较，准确度分别为 2.5% 和－ 0.8%，－ 4.6%
和 3.1%，1.9% 和－ 2.0%。由此可见，本方法可
用于 Beagle 犬血浆中替比培南的测定。
2.4.4　结果　Beagle 犬口服自制和参比替比培南
匹酯的平均血药浓度 - 时间曲线见图 5。各时间
点血药浓度数据用 DAS 2.0软件拟合药动学参数，
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结果采用非房室模型参数数据，具体参数见表 5。
由表 5 可知，在 Beagle 犬体内，自制制剂和参比
制剂的 Cmax、tmax 差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。
以 AUC0 ～ t 计算得自制制剂的相对生物利用度为
（118.67±14.57）%。

表 5　替比培南匹酯颗粒自制制剂和参比制剂的 
主要药动学参数 (n ＝ 12) 

Tab 5　Main pharmacokinetic parameters of tebipenem pivoxil 
granules self-made and reference preparations (n ＝ 12)

参数 自制制剂 参比制剂

AUC0 ～ t /（h·μg·L － 1）  4615±609  3971±934

AUC0 ～∞ /（h·μg·L － 1）  4678±652  4215±897

MRT0 ～ t /h   2.05±0.19     1.8±0.13

MRT0 ～∞ /h   2.13±0.20   2.04±0.13

t1/2z/h 0.881±0.184 0.909±0.211

tmax/h     1.5±0.55   1.17±0.41

CLz/F/（kg·L·h － 1）   2.17±0.32   2.46±0.497

Vz/F/（L·kg － 1）   2.77±0.81   3.14±0.59

Cmax/（μg·L － 1）  1838±179  1915±402

3　讨论

　　本品为儿童用抗菌药物制剂，口感是影响该药
物服药顺应性的关键因素，采用包衣掩味技术做成
细颗粒剂能有效地解决该药物的口感问题。但包衣
颗粒的硬度、圆整度、粒度等会对包衣效果产生影
响，只有颗粒具有一定的硬度、圆整度好才能够在
底喷包衣时保证衣膜的完整性和均匀性 [14]。本实
验采用传统的湿法制粒工艺制备内核颗粒，在颗粒
成型后调整制粒参数，使得颗粒更密实、圆整，控
制筛网孔径半干整粒，保证了颗粒粒度的均一性。
同时选择乙基纤维素水分散体和尤特奇 NE30 作为
掩味材料，能够有效地掩盖替比培南匹酯的苦味，
提高服药的顺应性。羟丙基甲基纤维素 E6 作为可

溶性的辅料，在掩味衣膜中作为致孔剂，对本品在
pH 6.8 缓冲液中的溶出起着调节作用，使得本品体
外溶出行为与参比制剂相似。
　　根据参比制剂药动学资料，替比培南在人
体内血药浓度 tmax 约 0.7 h，t1/2 约 1.0 h，每日需
服药两次，因此本实验在给药前后采集 8 h 内的
Beagle 犬血浆，并采用 LC-MS/MS 法测定能够准
确反映药物在 Beagle 犬体内的代谢情况。Beagle
犬体内的药动学的对比实验显示，自制制剂和参
比制剂的血药浓度 - 时间曲线也无显著差异。可
见自制替比培南匹酯颗粒的处方工艺可行，质量
稳定，与参比制剂相似，为替比培南匹酯颗粒的
仿制研究提供了依据。
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图 5　替比培南匹酯颗粒口服给药后 Beagle 犬体内的平均血药浓

度 - 时间曲线（n ＝ 12）
Fig 5　Average drug concentration-time curve in beagle dogs after the 
oral administration of tebipenem pivoxil granules（n ＝ 12）
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基于 AHP-模糊数学综合评价枇杷清肺饮矫味工艺
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摘要：目的　优选枇杷清肺饮最佳矫味配方。方法　首先建立口感评价标准，结合 AHP- 模糊

数学法从甜味、香气、口腔余味、总体口感四个方面评价不同矫味剂对枇杷清肺饮的掩味效果。

结果　处方 4 评分结果最高，矫味效果最好，即每 1.6 g 浸膏粉加入 0.15% 纽甜和 1.0% 橙粉

末香精 1。结论　运用 AHP- 模糊数学评价相结合的方法，筛选出枇杷清肺饮的最优矫味配方，

极大改善了原制剂的口感，提高了患者的顺应性，可为制剂的工业化生产提供参考。

关键词：枇杷清肺饮；矫味剂；层次分析法；模糊数学综合评价法
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Comprehensive evaluation of flavor correction technology of Pipa Qingfei 
decoction based on AHP-fuzzy mathematics 
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Abstract: Objective  To optimize the best taste correction technology of Pipa Qingfei decoction.
Methods  The taste evaluation criteria were established concerning the masking effect of different 
taste correcting agents on Pipa Qingfei decoction from 4 aspects: sweetness, aroma, mouth 
aftertaste and overall taste with AHP-fuzzy mathematics. Results  The score of prescription 
was the highest, and the taste correction effect was the best: 0.15% neotame and 1.0% orange 
powder essence 1 was added for every 1.6 g extract powder. Conclusion  AHP-fuzzy mathematics 
evaluation can screen out the optimal taste correcting formula of Pipa Qingfei decoction, greatly 
improve the taste of the original formulation, improve patient compliance, and provide reference 
for the industrial production.
Key words: Pipa Qingfei decoction; taste masking agent; analytic hierarchy process; fuzzy 
mathenatics evaluation 
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　　经典名方枇杷清肺饮为《古代经典名方关键
信息表（7 首方剂）》[1] 之一，该方由桑白皮、蜜
枇杷叶、黄连、黄柏、人参、甘草六味药材组成，
主治肺风酒刺，具有疗效确切，不良反应少，临
床应用广泛等优点。方中主要含有生物碱（小檗
碱、黄连碱、黄柏碱等）、萜类（齐墩果酸、熊果

酸、人参皂苷等）、黄酮类（芦丁等）成分，是苦
味药材的代表性物质，也是枇杷清肺饮产生苦味
不良口感的主要原因 [2]。该药入口极苦，且苦味
回味长久不能消退，导致患者顺应性下降，严重
限制了该制剂的应用。
　　层次分析法（analytic hierarchy process，AHP）
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是一种定量与定性相结合的多目标决策分析方法，
可以将一个复杂的决策问题结构化从而更有利于判
断，提高决策的有效性和可行性。构造层次结构模
型一般按4个步骤进行，分别为建立递阶层次结构、
构造判断矩阵、计算权重向量及一致性检验 [3]。目
前 AHP 广泛应用于交通 [4]、农业 [5]、医药 [6] 等多
个领域。
　　模糊数学又称 Fuzzy 数学，是研究和处理模
糊现象的一种数学理论和方法。模糊数学综合评
价法（Fuzzy synthetic evaluation method）是根据
模糊数学隶属理论，将定性转化为定量的一种评
价方法 [7]。其基本步骤为：① 确定评价对象的因
素集与评语集；② 确定权重系数；③ 获得模糊
综合评价矩阵；④ 运算得到综合评价结果 [3]。目
前，模糊数学已应用于各个行业，例如优化红枣
茶的发酵工艺 [8]、水蛭掩味方法的筛选 [9] 等。
　　本实验采用添加矫味剂（甜味剂、芳香剂）
的掩味方法，运用 AHP-FSEM 综合评价枇杷清
肺饮矫味配方，以改善原处方口感，提高患者顺
应性，为该制剂的产业化研究提供理论依据。
1　材料

　　十万分之一电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公
司）；枇杷清肺饮浸膏粉（批号：20220601，天
士力研究院多功能提取平台）；麦芽糊精（批
号：2020012453，吉林中粮生化能源销售有限公
司）；三氯蔗糖（批号：KB202103018，山东康
宝生化科技有限公司）；纽甜（批号：21022203，
山东奔月生物科技股份有限公司）；橙粉末香

精 1（批号：BH1278589），橙粉末香精 2（批号：
BH1285602），柠檬粉末香精 1（批号：257903），
水蜜桃粉末香精（批号：257854），杂果粉末香精
（批号：257792）[ 森馨香精色素科技（中国）有
限公司 ]。柠檬粉末香精 2（批号：2022-2-8，上
海普若味可生物科技有限公司）。
2　方法与结果

2.1　感官评价方法

2.1.1　样品溶液的制备　称取枇杷清肺饮浸膏粉
与麦芽糊精（16∶9）混合后的粉末约 2.5 g，分别
加入不同的矫味剂，精密称定，置于玻璃杯中，
加入 100 mL 热水，搅拌溶解，稍微冷却后置于
温水中保温，由志愿者进行品尝。
2.1.2　评价人员筛选 [10-11]　选择 20 名身体健康
的志愿者，筛选标准如下：① 年龄在 20 ～ 40 岁，
通过味觉感知能力测试；② 非易过敏体质，且近
期未服用药物；③ 评价前 4 h 内未饮酒、抽烟，
未嚼口香糖，未进食对味蕾有强烈刺激的食物。
2.1.3　经典人群口感评价方法 [12]　取样品溶液 15 
mL 于口尝杯中，由志愿者含于口中，此间口腔做
漱口动作约 10 s，使舌头能充分感受药物滋味，随
后吐出药液，用纯净水漱口至口腔无苦味后进行
下一个样品测试（采用随机、单盲方法进行实验）。
2.1.4　评价标准建立　以甜味、香味、口腔余味、
总体口感为评价指标，评价结果分为优、良、中、
差 4 个等级，志愿者口尝法品味样品后，给出评
价结果，依据表 1 味觉评价标准在各评价指标下
相应的评价等级中打√。

表 1　味觉评价标准 
Tab 1　Taste evaluation criteria

等级 甜味 香味 口腔余味 总体口感

优 甜味适中，可遮掩大部分苦味 适中，协调一致 苦味无、甜 / 香味适中 优

良 甜味稍浓，可遮掩大部分苦味 偏淡，基本协调 苦味淡、甜 / 香味适中 良

中 甜味淡，可遮掩部分苦味 稍浓，不协调 苦 / 甜 / 香味稍浓 中

差 甜味无，苦味难以忍受；甜味浓，甜苦分离明显 无或浓，有其他异味 苦 / 甜 / 香味过浓 差

2.2　AHP 层次分析法

2.2.1　层次结构的建立 [13]　层次结构一般分为三
层，自上而下分别为目标层、准则层与方案层，
上层受下层影响。根据枇杷清肺饮加入矫味剂后
的特点，从影响口感的因素中筛选出甜味、香气、
口腔余味、总体口感 4 个评价指标作为准则层，
以口感综合评价作为目标层，不同矫味配比的处
方为方案层，从而构建多层次结构分析模型。
2.2.2　构造判断矩阵 [14]　以 1～ 9标度法为依据，
判断同一层次指标间的相对重要程度，构建判断

矩阵 A，见表 2，确定指标的权重系数。
　　将判断矩阵 A 的各行向量进行几何平均，按
照公式（1）计算得到初始权重系数 Wi，然后按照
公式（2）计算归一化权重系数 Wj，最终得到 4 个
指标的权重系数，分别为甜味 0.30、香气 0.08、
口腔余味 0.24、总体口感 0.38。
　　Wi ＝

n √a1a2a3…an      （1）
　　Wj ＝ Wi / ∑n

j ＝ 1 Wi      （2）
2.2.3　一致性检验 [13，15-16]　判断矩阵是由决策者
主观意识构建，可能存在各指标重要程度出现矛盾
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的情况，为了验证权重系数的合理性，对判断矩阵
进行一致性检验必不可少。其中一致性比率 CR 是
衡量权重系数合理性的重要依据，RI 为随机一致
性指标。当 CR ＜ 0.1 时（CR ＝ CI/RI），即认为判
断矩阵具有满意一致性。首先按照公式（3）计算最
大特征根λmax，之后根据公式（4）计算一致性指标
CI，CI ＝ 0.0136，最后得到 CR 值为 0.015，小于
0.1，表明该矩阵具有一致性。
　　λmax ＝ 1/n ∑n

j ＝ 1（AW）j/Wj       （3）
　　CI ＝（λmax － n）/（n － 1）     （4）
　　W 为矩阵 A 的特征向量，Wj 为权重系数。
2.3　模糊数学评价法 
2.3.1　因素集与评语集的确定 [17]　因素集即影响
枇杷清肺饮感官质量的指标合集，选择 4 个评价
指标建立评价因素集：U ＝ [ 甜味 香气 口腔余味 
总体口感 ] ＝ [U1 U2 U3 U4]。
　　评语集是指枇杷清肺饮感官评价等级的合集，
分为优、良、中、差 4 个等级，采用百分制对矫味
配方打分，设定优 100 分，良 80 分，中 60 分，差

40 分，即评语集 V ＝ [ 优 良 中 差 ] ＝ [V1（100）V2

（80）V3（60）V4（40）]。
2.3.2　评价结果统计　20 名志愿者依据表 1 味觉
评价标准，对初步筛选后口感较好的处方（样品
1 ～ 8）进行口尝评价，确定两种矫味剂的种类后
对其用量进行筛选（样品 9 ～ 12）（见表 3），感官
评价结果见表 4。

表 3　枇杷清肺饮混合粉末加入不同矫味剂的配方设计 
Tab 3　Formulation design of adding different kinds of corrigents to 

Pipa Qingfei decoction mixed powder

No.
浸膏粉＋麦

芽糊精 /g
矫味剂 1 用量 /% 矫味剂 2 用量 /%

1 1.6 ＋ 0.9 三氯蔗糖 1.5 橙粉末香精 1 1.0

2 1.6 ＋ 0.9 三氯蔗糖 1.5 橙粉末香精 2 1.0

3 1.6 ＋ 0.9 三氯蔗糖 1.5 柠檬粉末香精 1 1.0

4 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 橙粉末香精 1 1.0

5 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 水蜜桃粉末香精 1.0

6 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 杂果粉末香精 1.0

7 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 柠檬粉末香精 2 1.0

8 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 薄荷粉末香精 1.0

9 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 橙粉末香精 1 0.5

10 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.15 橙粉末香精 1 1.5

11 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.20 橙粉末香精 1 0.5

12 1.6 ＋ 0.9 纽甜 0.20 橙粉末香精 1 1.0

注：矫味剂加入量以枇杷清肺饮（干粉）的百分比加入。

Note：The amount of flavor correction was added as a percentage 
of Pipa Qingfei decoction（dry powder）.

表 2　指标成对比较的判断优先矩阵 
Tab 2　Decision matrix of paired comparison on indexes

评价指标 甜味 香气 口腔余味 总体口感

甜味 1 4 1 1

香气 1/4 1 1/3 1/5

口腔余味 1 3 1 1/2

总体口感 1 5 2 1

表 4　枇杷清肺饮矫味配方感官评价结果 
Tab 4　Sensory evaluation of taste-modifying formula of Pipa Qingfei decoction

No.
甜味 香气 口腔余味 总体口感

优 良 中 差 优 良 中 差 优 良 中 差 优 良 中 差

1 1 4 14 1 2 10 4 4 0 2 16 2 1 4 14 1

2 5 5 9 1 3 10 4 3 0 7 10 3 2 10 7 1

3 6 5 8 1 6 5 5 4 2 8 7 3 3 8 9 0

4 4 10 5 1 4 9 6 1 3 9 7 1 4 8 6 2

5 4 9 7 0 6 5 6 3 5 4 8 3 4 7 8 1

6 5 6 9 0 3 7 8 2 5 4 7 4 4 5 9 2

7 1 7 9 3 2 7 9 2 0 5 10 5 0 4 13 3

8 5 5 6 4 3 7 8 2 2 6 6 6 3 6 5 6

9 4 4 9 3 5 3 9 3 1 7 7 5 3 7 6 4

10 6 5 6 3 3 9 5 3 3 6 7 4 4 8 4 4

11 5 7 3 5 6 4 7 3 4 5 6 5 4 4 8 4

12 4 10 5 1 4 5 7 4 2 5 10 3 6 4 8 2

权重 0.30 0.08 0.24 0.38

2.3.3　建立模糊矩阵 [16，18-19]　将表 4 中各样品的
评价因素各等级所得票数折算成赞成比率，联合
各样品所有因素的评价结果，得到各样品的模糊
矩阵 R。例如 1 号样品模糊矩阵： 2.3.4　确定隶属度集　已知枇杷清肺饮感官评
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价各指标权重向量为：H ＝（0.30，0.08，0.24，
0.38），根据模糊变换原理，Y ＝ H×R，按乘法 -
有界算法 M 进行计算。于是样品 1 的综

合评价结果为：Y1 ＝ HR1 ＝（0.30，0.08，0.24，

0.38）× ；

　　Y1-1 ＝ 0.30×0.05＋ 0.08×0.10＋ 0.24×0.00＋ 
0.38×0.05 ＝ 0.042；
　　Y1-2 ＝ 0.30×0.20＋ 0.08×0.50＋ 0.24×0.10＋ 
0.38×0.20 ＝ 0.199；
　　Y1-3 ＝ 0.30×0.70＋ 0.08×0.20＋ 0.24×0.80＋ 
0.38×0.70 ＝ 0.686；
　　Y1-4 ＝ 0.30×0.05＋ 0.08×0.20＋ 0.24×0.10＋ 
0.38×0.05 ＝ 0.073；
　　即 Y1 ＝（0.042，0.199，0.686，0.073）；同理
可得：Y2 ＝（0.126，0.388，0.405，0.081）；Y3 ＝

（0.195， 0.343，0.396，0.066）；Y4 ＝（0.188，0.450，
0.293， 0.069）；Y5 ＝（0.220，0.337，0.377，0.066）；
Y6 ＝ （0.223，0.261，0.422，0.093）；Y7 ＝（0.038，
0.261， 0.527，0.174）；Y8 ＝（0.168，0.289，0.289，
0.254）； Y9 ＝（0.149，0.289，0.369，0.193）；Y10 ＝

（0.215， 0.334，0.270，0.181）；Y11 ＝（0.223，0.258，

0.296， 0.223）；Y12 ＝（0.214，0.307，0.374，0.104）。
2.3.5　综合评分　已知评语集 4 个等级对应的分
值，将综合评价结果与相应的分数相乘，并进行
加和，最终得到各个产品的综合评分 Zi ＝ Yi×V。
以样品 1 为例：Z1 ＝ 0.042×100 ＋ 0.199×80 ＋ 
0.686×60 ＋ 0.073×40 ＝ 64.19；同理可得 Z2 ＝

71.16；Z3 ＝ 73.34；Z4 ＝ 75.14；Z5 ＝ 74.20；
Z6 ＝ 72.28；Z7 ＝ 63.27；Z8 ＝ 67.42；Z9 ＝

67.88；Z10 ＝ 71.65；Z11 ＝ 69.60；Z12 ＝ 72.62；
由结果可知，处方 4 评分最高，评分为 75.14；
当纽甜加入量为 0.15% 时，可遮掩大部分苦味，
但其苦味回味久；加入适量芳香剂不仅能改善
口腔余味，还可提升综合口感，因此选择处方 4
（0.15% 纽甜＋ 1.0% 橙粉末香精 1）为最优处方。
2.4　验证试验

　　按照处方 4 的矫味配比制备 3 批样品进行验证试
验，依据“2.3”项下模糊数学评价法进行感官评价，
结果见表 5。X1 ＝（0.230，0.388，0.320， 0.061）＝

75.75；X2 ＝（0.211，0.419，0.290，0.080）＝ 75.24；
X3 ＝（0.249，0.366，0.300，0.085）＝ 75.60，且 3 批
样品评分结果的相对标准偏差为 0.35%，表明该处
方重现性良好，可作为枇杷清肺饮最优的矫味配方，
为该产品后续的开发提供参考。

表 5　枇杷清肺饮感官评价验证结果 
Tab 5　Verification of sensory evaluation of Pipa Qingfei decoction

No.
甜味 香气 口腔余味 总体口感

优 良 中 差 优 良 中 差 优 良 中 差 优 良 中 差

X1 5 9 6 0 3 9 5 3 4 7 8 1 5 7 6 2

X2 5 9 5 1 3 9 6 2 4 8 8 0 4 8 5 3

X3 6 7 6 1 4 8 6 2 4 8 6 2 5 7 6 2

3　讨论与总结

　　在确定不同矫味配比处方前，本课题组对矫味
剂进行了单因素筛选，发现以下问题：① 纽甜和
三氯蔗糖用量在一定范围内，可遮盖大部分苦味，
但随着用量增加，甜腻感强烈，并且甜苦分离明
显，口感变差；② 单用甜味剂进行矫味时，发现
三氯蔗糖比纽甜抑苦效果好，但增加用量均不能改
善余苦强烈持久的问题，芳香剂的加入不仅能改善
口腔余味，还可以增加甜味，效果显著。因此，选
用掩味剂联用方法，来改善枇杷清肺饮口感。
　　经研究表明，添加甜味剂可以混淆大脑味觉
中枢，降低人体对苦味的感受程度，达到掩盖苦
味的目的 [20]。纽甜属于人工甜味剂，其甜味是蔗
糖的 7000 ～ 13 000 倍，不参与机体代谢，甜度
高，能量低，适用于包括儿童、孕妇和糖尿病患

者等，并通过美国 FDA 批准，安全性高 [21]。张
璐等 [22] 评价纽甜对苦味中药的掩味效果，发现
加入 0.4% 浓度的纽甜时，可以不同程度遮盖黄
柏和黄连药材的苦味，分别为 71.88%、49.12%，
结果表明纽甜对黄连、黄柏两味中药有明显的掩
味效果。添加芳香剂可以干扰人体嗅觉从而改善
药物不良口感，与甜味剂联用可以起到协同增效
的作用 [23]。祝洪艳等 [24] 采用模糊数学评价复方
板蓝根口服液矫味配方，发现三氯蔗糖与桔子香
精联用能明显改善复方板蓝根口服液口感。
　　本研究首先运用层次分析法确定各指标权重系
数，将定性分析转化为定量分析，降低了决策者赋
权时的主观性，提高决策的合理性；再结合模糊数
学评价方法对各矫味配方的掩味效果进行评价，通
过综合评分筛选出处方 4 为最优配比，该方案可有
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效遮盖枇杷清肺饮的苦味口感，数据可信度高；综
上所述，两种方法结合运用，使评价结果更客观准
确，可为枇杷清肺饮的矫味配方提供理论依据。
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基于网络药理学和指纹图谱的远志抗抑郁质量标志物的预测

杨素德1，2，吴信华1，2，高洪邺1，2，黄广伟1，2*，孙仁弟1，2（1. 上海绿谷生命园医药有限公司，上海　

201707；2. 上海复方中药（绿谷）工程技术研究中心，上海　201707）

摘要：目的　预测远志药材抗抑郁的质量标志物（Q-marker），并建立其质量评价方法。方法
　利用网络药理学和分子对接，预测远志抗抑郁的核心成分。结合指纹图谱、化学模式识别

方法对远志药材进行定性研究，寻找不同产地远志药材的共性成分，进一步确定远志药材中

潜在的 Q-marker。结果　通过网络药理学分析，预测细叶远志皂苷、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、

瓜子金皂苷ⅩⅩⅠ、远志 酮Ⅲ、西伯利亚远志糖 A5 和西伯利亚远志糖 A6 等 12 个成分为远

志抗抑郁的核心成分，通过作用于 IL2、VEGFA、APP、HSP90AA1、PLCG1 等关键靶点，从

而调控信号通路，发挥抗抑郁作用。分子对接验证显示关键靶点与核心成分具有较好的结合

活性。同时建立 20 批远志药材的指纹图谱，发现 29 个共有峰，相似度在 0.95 以上。综合网

络药理学活性和成分的可测性以及 Q-marker 理念，最终确定 3，6'- 二芥子酰基蔗糖、远志

酮Ⅲ、西伯利亚远志糖 A5 和西伯利亚远志糖 A6 为远志药材的 Q-marker。结论　本研究利用

网络药理学进行初步预测，同时建立指纹图谱结合化学模式识别分析加以确定，为远志药材

Q-marker 的研究提供参考。

关键词：远志；质量标志物；网络药理学；指纹图谱；质量评价
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Predictive of Polygala Tenuifolia quality markers for antidepressant effect 
based on network pharmacology and fingerprints

YANG Su-de1, 2, WU Xin-hua1, 2, GAO Hong-ye1, 2, HUANG Guang-wei1, 2*, SUN Ren-di1, 2 (1. 
Shanghai Green Valley Pharmaceutical Co., Ltd., Shanghai  201707; 2. Shanghai Compound 
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Abstract: Objective  To predict the antidepressant quality-markers (Q-markers) of Polygala 
Tenuifolia, and establish corresponding quality evaluation method. Methods  Network pharmacology 
and molecular docking were used to predict the core components of Polygala Tenuifolia with 
antidepressant effect. Fingerprints and chemical pattern recognition methods were used to conduct 
qualitative research on Polygala Tenuifolia, and to find the commonality of ingredients in Polygala 
Tenuifolia from different origins to further identify the potential Q-markers in Polygala. Results  
Through network pharmacology analysis, totally 12 core ingredients, such as tenuifolin, 3, 
6'-disinapoylsucrose, polygalasaponin ⅩⅩⅠ, polygalaxanthone Ⅲ, sibiricose A5 and sibiricose 
A6 were predicted. The core components regulated signaling pathways and exerted antidepressant 
effects by acting on the key targets such as IL2, VEGFA, APP, HSP90AA1, and PLCG1. The 
molecular docking revealed that the core components and targets showed good binding interactions. 
The fingerprints of 20 batches of Polygala Tenuifolia were established, and 29 common peaks were 
detected with the similarity above 0.95. Based on the network pharmacology, components and the 
concept of Q-markers, that 3, 6'-disinapoylsucrose, polygalaxanthone Ⅲ, sibiricose A5 and sibiricose 
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　　抑郁症是由各种原因引起，以心情低落为主
要症状的一种疾病，表现为兴趣丧失、自罪感、
食欲下降、注意困难和自杀观念，其患病率高，
复发率高，致残率高 [1-2]。
　　远志为远志科植物远志 Polygala tenuifolia 
Willd. 或卵叶远志 Polygala sibirica L. 的干燥根，
味苦、辛，温，归心、肾、肺经，具有安神益智、
交通心肾、祛痰、消肿等功效 [3]。远志资源分布
分散，主要分布在山西、河南、陕西等丘陵地，
内蒙古、辽宁、山东等地也有少量分布，其化学
成分多样，包括皂苷类、寡糖酯类、 酮类、生
物碱类等。大量研究表明，远志的抗抑郁作用显
著，远志中的皂苷、寡糖酯类成分及其组方可通
过影响单胺类神经递质再摄取过程、调节内分泌、
细胞保护、增加脑源性神经营养因子表达等多种
途径发挥抗抑郁作用。其中，远志提取物可以通
过改善肠道菌群结构、恢复肠屏障功能、降低肠
源性内毒素释放、减轻机体炎症水平，发挥抗抑
郁作用 [4]。3，6'- 二芥子酰基蔗糖抗抑郁活性与
增强 5- 羟色胺（5-HT）和去甲肾上腺素能神经功
能有关 [5]。细叶远志皂苷可通过增加小鼠脑皮质
内 5-HT 表达、降低吲哚胺 2，3- 双加氧酶（IDO）
表达、提高胆碱乙酰转移酶（ChAT）活性，达到
对抑郁小鼠精神行为的改善作用 [6]。
　　刘昌孝院士于 2016 年提出中药质量标志物
（Q-marker）的概念，Q-marker 是基于有效、特
有、传递与溯源、可测和处方配伍五要素产生的，
与中药的功能属性密切相关，且能够反映中药的
安全性和有效性 [7]。在 Q-marker 确定过程中，发
现能体现药材共性特征的成分尤为重要。指纹图
谱是目前较成熟的用于发现不同批次产品共有成
分的方法，在确定的几十种甚至上百种共有成分
中，可通过计算每种成分的变量重要性投影值
（variable importance in the projection，VIP）来评
价成分对于共性的体现度。
　　网络药理学是融合系统生物学、生物信息学、
网络科学等学科，从系统层次和生物网络的整体
角度出发，解析药物与机体之间的分子关联，是
目前中药复方多靶点机制分析与中药药效物质基

础分析的重要手段之一。本研究基于 Q-marker 理
论，运用网络药理学对远志的 Q-marker 进行预
测，构建其指纹图谱，采用相似度分析、聚类分
析、主成分分析、正交偏最小二乘法 - 判别分析
等化学模式识别方法进行评价，以期为远志药材
的质量控制及作用机制研究提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　1260 型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；
MCA-D 型万分之一电子天平（德国赛多利斯公
司）；C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm，美国
安捷伦公司）；SK250H 超声波清洗器（上海科导
超声仪器有限公司）。
1.2　试药

　　远志（批号：190101 ～ 190105，编号：S1 ～ 

S5，内蒙古赤峰；批号：190501 ～ 190505，编号：
S6 ～ S10，山西运城；批号：190106 ～ 1901010，
编号：S11 ～ S15，陕西商洛；批号：181201 ～ 

181205，编号：S16 ～ S20，河北安国）；远志
酮Ⅲ（纯 度：95.3%， 批 号：111850-201705）、3，
6'- 二芥子酰基蔗糖（纯度：96.6%，批号：111848-
201805）（中国食品药品检定研究院）；西伯利亚远志
糖 A5（纯度≥ 98.0%，批号：5564）、西伯利亚远志
糖 A6（纯度≥ 95.0%，批号：5565）（诗丹德）；甲醇、
乙腈（色谱纯），水（超纯水），其余试剂均为分析
纯。远志药材经上海绿谷生命园张媛媛经理鉴定为
远志科植物远志 Polygala tenuifolia Willd 的干燥根。
2　方法与结果

2.1　网络药理学研究

2.1.1　潜在的 Q-marker 预测　应用 TCMID 数据
库与相关文献，收集远志活性成分，再检索活性
成分的预测靶点和抑郁相关的疾病靶点，两者取
交集，上传至 STRING 数据库，筛选 Score ＞ 0.9
的靶点导入 Cytoscape 3.2.1 构建 PPI 网络，获得
20 个潜在核心靶点，分别为 PIK3R1、VEGFA、
HSP90AA1、PIK3CA、EP300、NR3C1、ESR1、
PLCG1 等。利用 David 6.8 数据库对 20 个核心靶
点进行 KEGG 通路富集分析，运用 Cytoscape 软
件构建“活性成分 - 核心靶点 - 通路”网络图（见

A6 were preliminarily predicted to be the Q-markers of Polygala Tenuifolia. Conclusion  Network 
pharmacology helps make preliminary predictions, and establish fingerprints combined with chemical 
pattern recognition to determine the Q-markers of Polygala Tenuifolia. 
Key words: Polygala Tenuifolia; Q-marker; network pharmacology; fingerprint; quality evaluation
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图 1），得到 12 个远志抗抑郁的潜在 Q-marker（包
括细叶远志皂苷、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、瓜子金
皂苷ⅩⅩⅠ、瓜子金皂苷ⅩⅩⅧ、西伯利亚远志
酮 A、西伯利亚远志呫吨酮 B、西伯利亚远志糖

A1、西伯利亚远志糖 A3、西伯利亚远志糖 A5、
西伯利亚远志糖 A6、3，4，5- 三甲氧基肉桂酸、
远志 酮Ⅲ）以及 5 个可能的远志抗抑郁的关键靶
点（IL2、VEGFA、HSP90AA1、APP、PLCG1）。

图 1　远志抗抑郁“活性成分 - 核心靶点 - 通路”网络图

Fig 1　Network diagram of active compound-core target-pathway for the antidepressant effect of Polygala Tenuifolia

2.1.2　分子对接验证核心成分与关键靶点　根据
“活性成分 - 核心靶点 - 通路”网络筛选出的 12 个
核心成分与关键靶点 IL2、VEGFA、HSP90AA1、
APP、PLCG1 进行两两对接。首先，从 TCMSP 2.3
数据库下载核心成分的结构并以 mol2 格式保存。
然后从 RCSB（PDB）数据库下载关键靶点的配体
结构，使用 Autodock 对接每个成分和配体。结合
能＜－ 5 kcal·mol－ 1 的对接分数表明该化合物与
靶点之间具有良好的结合活性，结合能越低，说
明结合活性越好。对接结果见表 1，大部分成分与
靶点具有较好的结合活性，提示网络药理学预测
的结果具有较高的可靠性。将与 5 个靶标结合较
好的对接结果利用 PyMol 可视化，如图 2 所示。
2.2　远志指纹图谱定性分析

2.2.1　色谱条件　色谱柱：Agilent SB C18（4.6 
mm×250 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.05%
磷酸溶液（B），梯度洗脱（0 ～ 6 min，18%A；
6 ～ 15 min，18% ～ 25%A；15 ～ 30 min，

25% ～ 31%A；30 ～ 32 min，31% ～ 42%A；
32 ～ 35 min，42% ～ 37%A；35 ～ 50 min，
37% ～ 45%A）；柱温：30℃；流速：1 mL·min－ 1；

图 2　远志抗抑郁分子对接结果可视化

Fig 2　Visualization of molecular docking for the antidepressant effect 
of Polygala Tenuifolia
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检测波长：330 nm；进样量：10 μL。
2.2.2　对照品溶液的制备　精密称取远志 酮Ⅲ、
3，6'- 二芥子酰基蔗糖、西伯利亚远志糖 A5、西
伯利亚远志糖 A6 对照品适量，加 70% 甲醇溶
解，得到质量浓度分别为 40、150、465、332.4 
μg·mL－ 1 的对照品溶液。
2.2.3　供试品溶液的制备　取远志药材粉末 1 
g，精密称定，加 25 mL 70% 甲醇溶解，超声 30 
min，放至室温，称定重量，补足失重，滤过，
取滤液，即得。
2.2.4　方法学考察
　　① 参照峰的选择：3，6'- 二芥子酰基蔗糖是
评价远志质量的指标性成分之一 [3]，其保留时间
适中，峰面积较大，峰形对称，分离度较好，故
选择 3，6'- 二芥子酰基蔗糖作为参照峰（S），计
算各共有峰的相对保留时间及相对峰面积。
　　② 精密度试验：取远志药材（S6）粉末，按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，连续进样 6
次。以 3，6'- 二芥子酰基蔗糖为参照，结果各共
有峰的相对保留时间与相对峰面积的 RSD 值均小

于 3%，表明该仪器精密度良好。
　　③ 稳定性试验：取远志药材（S6）粉末，按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，于 0、1、2、4、
8、12 和 24 h 分别测定。以 3，6'- 二芥子酰基蔗
糖为参照，结果各共有峰的相对保留时间与相对
峰面积的 RSD 值均小于 3%，表明远志供试品溶
液在 24 h 内稳定性良好。
　　④ 重复性试验：取远志药材（S6）粉末 6 份，
按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，依法测定，
以 3，6'- 二芥子酰基蔗糖为参照，结果各共有峰
的相对保留时间与相对峰面积的 RSD 值均小于
3%，表明该方法的重复性良好。
2.2.5　指纹图谱的建立及相似度评价　分别取山
西、陕西、内蒙古和河北各 5 批远志药材，按
“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.1”
项下色谱条件进样测定，记录色谱图。将色谱
图导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统（版本
2012，130723），以 S1 样品色谱图为参照图谱，
采用平均数法，进行多点校正和色谱峰匹配，并
进行相似度计算，结果见表 2。

表 1　远志核心成分与关键靶点对接结果 
Tab 1　Docking of core components and key tagets

核心成分 成分 CID
结合能 /（kcal·mol － 1）

IL2 VEGFA HSP90AA1 APP PLCG1
细叶远志皂苷 21588226 － 4.29 － 7.04 － 7.47 － 5.63 － 1.69
3，6'- 二芥子酰基蔗糖 11968389 － 5.57 － 6.60 － 7.60 － 7.37 － 6.03
瓜子金皂苷ⅩⅩⅠ 10606178 － 11.85 － 20.37 － 19.24 － 15.01 － 12.62
瓜子金皂苷ⅩⅩⅧ 197711 － 11.99 － 19.04 － 20.31 － 15.48 － 14.30
西伯利亚远志 酮 A 21581292 － 10.70 － 15.61 － 15.34 － 14.57 － 8.63
西伯利亚远志呫吨酮 B 21581293 － 9.15 － 14.97 － 15.24 － 12.92 － 7.86
西伯利亚远志糖 A1 6326016 － 5.97 － 9.22 － 14.29 － 9.30 － 9.33
西伯利亚远志糖 A3 10813903 － 10.02 － 12.63 － 17.41 － 13.83 － 7.49
3，4，5- 三甲氧基肉桂酸 735755 － 3.44 － 5.82 － 3.17 － 6.79 － 3.17
远志 酮Ⅲ 11169063 － 9.28 － 14.04 － 13.64 － 13.83 － 8.56
西伯利亚远志糖 A5 6326020 － 4.94 － 6.17 － 10.86 － 10.32 － 3.38
西伯利亚远志糖 A6 6326021 － 5.04 － 6.11 － 9.05 － 10.25 － 4.04

表 2　远志指纹图谱相似度及指标性成分定量结果 
Tab 2　Quantitation of fingerprint similarity and index components of Polygala Tenuifolia

产地 编号 相似度 产地 编号 相似度 产地 编号 相似度 产地 编号 相似度

内蒙古赤峰 S1 0.985 山西运城 S6 0.989 陕西商洛 S11 0.991 河北安国 S16 0.986 

S2 0.986 S7 0.988 S12 0.990 S17 0.988 

S3 0.987 S8 0.987 S13 0.990 S18 0.988 

S4 0.981 S9 0.987 S14 0.991 S19 0.986 

S5 0.981 S10 0.991 S15 0.992 S20 0.982 

　　相似度结果表明，20 批远志药材指纹图谱的
相似度均大于 0.98，将其进行叠加，结果见图 3；
此外，20 批远志指纹图谱共检测出 29 个共有峰，
通过与对照品比对，指认出其中 4 个色谱峰，分

别为西伯利亚远志糖 A5（1 号峰）、西伯利亚远志
糖 A6（2 号峰）、远志 酮Ⅲ（4 号峰）、3，6'- 二
芥子酰基蔗糖（9 号峰），共有模式图见图 4。
2.2.6　主成分分析　将远志指纹图谱共有峰的峰
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面积数据导入 SIMCA-P14.1 软件，以 29 个共有
峰作为变量，进行 PCA 分析，PCA 得分图见图
5，不同产地远志药材间存在差异，可分为两组，
其中山西运城、陕西商洛较为接近，内蒙古赤峰、
河北安国较为接近。
2.2.7　正交偏最小二乘法 - 判别分析（OPLS-DA）
　在 PCA 的基础上选择有监督模式的 OPLS-DA

进行组间判别分析。将 20 批样品中 29 个共有峰
峰面积导入 SIMCA-P14.1，以 29 个共有峰作为变
量，综合评价 OPLS-DA 模型的 3 个指标：R2x ＝

0.909，R2y ＝ 0.677，Q2 ＝ 0.593，均大于 0.5，说
明预测模型有效，山西和陕西、内蒙古和河北可
以得到有效区别，见图 6，与 PCA 结果一致。

图 6　远志的 OPLS-DA 图

Fig 6　OPLS-DA of Polygala Tenuifolia

　　结合 VIP 值进行关联分析，见图 7。VIP 值
越小，成分体现药材共性的重要性越大，按 VIP
值由小到大可筛选出组间具有共性的标志性成
分，即图中靠右侧的成分（1 号峰，西伯利亚远
志糖 A5）体现远志药材共性的重要性最大；20，
26，10，22，15，6，13，11，7 号峰尚未指认到
具体成分；9 号峰（3，6'- 二芥子酰基蔗糖）、2 号
峰（西伯利亚远志糖 A6）和 4 号峰（远志 酮Ⅲ）
VIP 值均较小，能较好地体现远志药材共性，适
宜作为远志药材的 Q-marker。
2.2.8　远志药材 Q-marker 的含量测定　分别精密称
取 20 批远志样品，按照“2.2.3”项下方法制备供试品
溶液，并按照“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录
峰面积，结合网络药理学筛选结果、成分可测性和共
有成分重要性贡献度，选择计算西伯利亚远志糖 A5、
西伯利亚远志糖 A6、3，6'- 二芥子酰基蔗糖和远志

图 3　20 批远志药材的叠加 HPLC 指纹图谱

Fig 3　HPLC fingerprints of 20 batches of Polygala Tenuifolia
1. 西伯利亚远志糖 A5（sibiricose A5）；2. 西伯利亚远志糖 A6
（sibiricose A6）；4. 远志 酮Ⅲ（polygalaxanthone Ⅲ）；9（S）. 3，6'-
二芥子酰基蔗糖（3，6'-disinapoyl sucrose）

图 4　远志混合对照色谱图（A）及指纹图谱共有模式图（B）

Fig 4　Chromatogram of mixed reference substances（A）and finger-
print mutual pattern（B）

1. 西伯利亚远志糖 A5（sibiricose A5）；2. 西伯利亚远志糖 A6
（sibiricose A6）；4. 远志 酮Ⅲ（polygalaxanthone Ⅲ）；9（S）. 3，6'-
二芥子酰基蔗糖（3，6'-disinapoyl sucrose）

图 5　远志指纹图谱共有峰的 PCA-score 图

Fig 5　PCA-score of common peaks in Polygala Tenuifolia fingerprints
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酮Ⅲ含量，结果见表 3，表明 3，6'- 二芥子酰基蔗
糖是各产地远志样品中含量最高的化学成分。

表 3　20 批远志样品中各成分的含量 
Tab 3　Content of 20 batches of Polygala Tenuifolia

样品

质量分数 /（mg·g － 1）

西伯利亚

远志糖 A5
西伯利亚

远志糖 A6
3，6'- 二芥子

酰基蔗糖
远志 酮Ⅲ

S1 0.32 1.44 102.24 1.44
S2 0.31 1.52 122.02 1.54
S3 0.31 1.53 117.92 1.45
S4 0.28 1.36 115.39 1.26
S5 0.28 1.43 109.67 1.41
S6 0.38 1.04 131.77 0.90
S7 0.38 1.01 131.44 0.83
S8 0.42 0.86 113.10 0.70
S9 0.42 0.87 113.30 0.65
S10 0.46 0.87 115.26 0.81
S11 0.46 0.88 115.57 0.77
S12 0.43 0.92 116.30 0.70
S13 0.43 0.92 116.35 0.75
S14 0.43 0.91 116.41 0.74
S15 0.43 0.91 116.88 0.74
S16 0.38 1.37 112.07 1.40
S17 0.35 1.23 93.24 1.24
S18 0.39 1.55 112.54 1.35
S19 0.39 1.58 112.33 1.48
S20 0.36 1.44 114.02 1.45

2.2.9　聚类分析　将远志指纹图谱中西伯利亚远
志糖 A5、西伯利亚远志糖 A6、3，6'- 二芥子酰
基蔗糖和远志 酮Ⅲ的质量分数结果导入 IBM 
SPSS 21.0 软件，进行系统聚类分析，结果发现
除 S1、S17 分为一类，其余 18 个批次归为一类，
见图 8，说明不同产地远志药材中这 4 个成分差
异性较小，验证了其能够体现远志药材的共性，
适宜作为远志药材的 Q-marker。
3　讨论
　　本文基于网络药理学，通过构建远志“活性
成分 - 靶点 - 通路”网络，对远志抗抑郁的主要

活性成分、关键靶点及潜在机制进行了分析。网
络药理学筛选出 5 个可能是远志发挥抗抑郁作用
的关键靶点，包括 IL2、VEGFA、HSP90AA1、
APP、PLCG1。文献报道，抑郁症患者的免疫应
激状态导致 IL2、IL6 水平升高，进而作用于单
胺类神经递质，导致神经 - 内分泌 - 免疫网络失
衡，抑郁症加重 [8]。血管内皮生长因子（VEGF）
是生长因子家族的成员，与神经营养和神经发生
有关，在大脑发育中起关键作用，一项动物研究
发现，抗抑郁药物可诱导海马 VEGF 的表达，且
抗抑郁药物诱导的细胞增殖需要通过 VEGF 信号
传导 [9]。临床研究表明，中重度抑郁组肝癌患者
HSP90AA1/HSPA8 呈高表达，预后较差，可能与
VEGF/VEGFR2-PI3K-AKT 通路的激活有关 [10]。
　　通过分析“活性成分 - 靶点 - 通路”网络中
的活性成分，筛选出 12 个重要成分，包括细叶
远志皂苷、3，6'- 二芥子酰基蔗糖、瓜子金皂苷
ⅩⅩⅠ、瓜子金皂苷ⅩⅩⅧ、西伯利亚远志 酮
A、西伯利亚远志糖 A1、西伯利亚远志糖 A3、
西伯利亚远志糖 A5、西伯利亚远志糖 A6 及远志

酮等，这些活性成分可能是远志抗抑郁的潜在
Q-marker。近年来研究表明远志糖酯和 酮类成
分具有很好的神经细胞保护和抗抑郁作用 [11]，寡
糖酯类化合物抗抑郁的作用机制包括细胞保护、
内分泌调节、脑源性神经营养因子（BDNF）表
达增加、改善单胺类神经元可塑性以及影响单胺
类神经递质再摄取过程 [12]，其中，3，6'- 二芥子
酰基蔗糖可通过激活细胞外调节蛋白激酶和钙调
蛋白激酶两条信号通路发挥抗抑郁作用 [13]。黄
晓舞等 [14] 发现富含西伯利亚远志糖 A5、西伯利
亚远志糖 A6 的远志 30% 乙醇提取物能显著减少
小鼠悬尾和强迫游泳不动时间，显示出较强的抗

图 8　20 批远志药材的聚类分析

Fig 8　Cluster analysis of 20 batches of Polygala Tenuifolia

图 7　远志指纹图谱共有峰的 VIP 值

Fig 7　VIP of common peaks in Polygala Tenuifolia fingerprints
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抑郁作用。分子对接结果显示远志 酮Ⅲ和西伯
利亚远志糖 A1、A3、A5、A6 都能与 VEGFA、
HSP90AA1、APP 很好地结合，西伯利亚远志
酮 A 和 VEGFA 结合最好，西伯利亚远志呫吨酮
B 和 HSP90AA1 结合最好。Li 等 [15] 通过体内药
效实验，发现瓜子金总皂苷具有良好的抗抑郁活
性，且呈现抗抑郁药特有的倒 U 型剂量依赖关
系。王洪兰等 [16] 采用小鼠悬尾实验、强迫游泳实
验，发现瓜子金皂苷ⅩⅩⅠ呈现出与阳性药氟西
汀相当的抗抑郁作用。分子对接结果显示瓜子金
皂苷ⅩⅩⅠ和瓜子金皂苷ⅩⅩⅧ与关键靶标强烈
结合，很可能是远志抗抑郁的药效物质。
　　对网络中的通路进行分析，Rap-1 信号通路
参与抑郁症过程 [17]；Ras 相关信号通路通过间接
影响神经营养因子或者直接影响神经可塑性参与
抑郁症的发生和发展 [18]；有研究结果表明 miR-
107 的下调通过缺氧诱导因子 1α（HIF-1α）发挥
作用，介导 VEGF 依赖性海马脊髓生成，从而发
挥抗抑郁作用 [19]；PI3K-Akt 信号通路是 BDNF/
TrkB（酪氨酸激酶受体 B）的下游信号通路，在
细胞中广泛存在，是介导多种生长因子促存活的
重要通路，被认为是治疗抑郁症的重要级联信号
通路 [20]。
　　本研究结合指纹图谱、化学模式识别及含
量测定结果分析，发现西伯利亚远志糖 A5、西
伯利亚远志糖 A6、3，6'- 二芥子酰基蔗糖和远
志 酮Ⅲ含量高、可测性好，能有代表性地体现
不同批次远志药材的共性，适合作为远志的潜在
Q-marker。因此本实验选择这 4 个成分作为远志
抗抑郁作用的 Q-marker 成分，为远志质量标准的
提升及质量控制提供参考。本研究虽预测了远志
的 Q-marker，但对成分的指认及有效性有待进一
步验证，后期将对 Q-marker 的药效活性及作用机
制进行进一步的验证和阐释。
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大蒜素通过抑制内质网应激减轻血管性 
痴呆大鼠海马神经元损伤

陈晨1，孙志涛2，张洪峰1（1.邯郸市中心医院科研科，河北　邯郸　056008；2.邯郸市第二医院心内一科，河北　邯郸

　056001）

摘要：目的　研究大蒜素对血管性痴呆（VD）大鼠海马神经元损伤及内质网应激（ERS）的影

响。方法　取 120 只实验用大鼠随机分为 6 组（n ＝ 20）：假手术组，模型组，尼莫地平组和

低、中、高剂量大蒜素组。除假手术组外，其他 5 组通过结扎双侧颈总动脉构建 VD 大鼠模型。

低、中、高剂量大蒜素组分别 1 次·d － 1 灌胃 5、10、20 mg·kg－ 1，尼莫地平组 1 次·d － 1

灌胃 2 mg·kg － 1，假手术组和模型组 1 次·d － 1 灌胃生理盐水。2 周后，进行神经症状评分，

HE、TUNEL 染色法观察海马神经元病理性变化以及神经元凋亡情况，ELISA 法检测海马组织

炎症因子（TNF-α、IL-1β 和 IL-6）水平，Western blot 法检测 ERS 相关蛋白和核因子 -κB p65
（NF-κB p65）、Caspase-12 及 Caspase-3 蛋白表达。结果　与模型组比较，中、高剂量大蒜素

组和尼莫地平组大鼠神经症状评分显著降低（P ＜ 0.05）；海马神经元病理性改变和神经元凋

亡状况明显好转；海马组织 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量显著降低（P ＜ 0.05），葡萄糖调控蛋

白 78（GRP78）、C/EBP 同源蛋白（CHOP）、NF-κBp65、Caspase-12、Caspase-3 相对表达量和

内质网激酶磷酸化率（p-PERK/PERK）显著降低（P ＜ 0.05）。与尼莫地平组比较，高剂量大

蒜素组神经症状评分和 TNF-α、IL-6 含量显著降低（P ＜ 0.05），GRP78、CHOP、NF-κBp65、
Caspase-3 相对表达量和 PERK 磷酸化率显著降低（P ＜ 0.05）。结论　大蒜素可减轻 VD 大鼠

海马神经元凋亡和炎症损伤，其可能的作用机制是抑制 ERS。

关键词：大蒜素；血管性痴呆；内质网应激；海马神经元；炎症；凋亡

中图分类号：R285.5　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1827-06
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.022

A llicin reduce the damage of hippocampal neurons in rats with vascular 
dementia by inhibiting endoplasmic reticulum stress

CHEN Chen1, SUN Zhi-tao2, ZHANG Hong-feng1 (1. Department of Scientific Research, Handan 
Central Hospital, Handan  Hebei  056008; 2. No.1 Department of Cardiology, Handan Second 
Hospital, Handan  Hebei  056001)

Abstract: Objective  To determine the effect of allicin on the hippocampal neuronal damage 
and endoplasmic reticulum stress (ERS) in  rats with vascular dementia (VD). Methods  Totally 
120 experimental rats were randomly divided into 6 groups (n ＝ 20): a sham operation groups, a 
model group, a nimodipine group and allicin low, medium, high dose groups. The rat model with VD 
was established by ligating bilateral common carotid arteries in all groups except the sham operation 
group. The low, medium, high dose allicin groups were respectively given 5, 10, and 20 mg·kg－ 1 by 
gavage once a day, the nimodipine group was given 2 mg·kg－ 1 by gavage once a day, while the sham 
operation group and the model group were given normal saline by gavage once a day. Two weeks later, 
the nerve symptom was scored; the pathological changes and apoptosis of the hippocampal neurons were 
observed through HE and TUNEL staining; the level of inflammatory factors (TNF-α , IL-1β and IL-6) 
in the hippocampus were detected by ELISA; the expression of ERS related proteins and nuclear factor-

基金项目：邯郸市科学技术研究与发展计划（No. 1823208039ZC）。
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　　血管性痴呆（vascular dementia，VD）是一
种认知功能障碍综合征，以记忆缺失、思维障碍、
智力减退等为主要临床表现，目前全球约 3600
万人受 VD 困扰，并且其发病率呈逐年上升趋
势 [1]。脑组织血液循环障碍所致脑认知功能区神
经元损伤是引发 VD 的重要因素，海马是负责认
知的脑功能区 [2]。VD 病理机制复杂，已有研究
显示炎症反应和海马神经元凋亡在 VD 的疾病进
展过程中具有关键性作用 [3-4]。
　　大蒜是药食两用的百合科葱属植物，大蒜素
是其主要活性成分，研究显示大蒜素具有较好
的抗炎和抗凋亡活性 [5-6]，但大蒜素能否通过抑
制海马组织炎症损伤和神经元凋亡以延缓或逆转
VD 进展尚未见文献报道。内质网是一种膜性细
胞器，在机体调控炎症反应、细胞凋亡等过程中
发挥着关键作用 [7-8]。本实验将大蒜素作用于 VD
模型大鼠，以探讨大蒜素对 VD 大鼠海马神经元
损伤及内质网应激（ERS）的影响。
1　材料

1.1　实验动物

　　120 只 SPF 级雄性 SD 大鼠 [ 河北省实验动
物中心，许可证号 SYXK（冀）2018-004]，7 周
龄，体质量（230±20）g，在控制环境 [ 室温
（24±1）℃、湿度（60±5）%、光暗时间 12 h/12 h]
条件下分笼饲养。实验过程中遵循 3R 原则给予所
有大鼠人道主义关怀。
1.2　试药

　　 大 蒜 素 胶 囊（规 格：20 mg/ 粒， 批 号：
22A0409018，江苏正大清江制药有限公司）；尼

莫地平片（规格：20 mg/ 片，批号：20211125，四
川科伦药业股份有限公司）。TUNEL 染色试剂盒
（批号：220704，南京建成生物工程研究所）；肿
瘤坏死因子 -α（TNF-α，批号：PT516）、白细胞介
素（IL）-1β（IL-1β，批号：PI303）、IL-6（批号：
PI328）酶联免疫吸附法（ELISA）检测试剂盒（上
海碧云天生物技术有限公司）；葡萄糖调控蛋白
78（GRP78，批号：3418S）、内质网激酶（PERK，
批 号：5063S）、p-PERK（批 号：5071S）、C/EBP
同源蛋白（CHOP，批号：4495S）、核因子 -κB 
p65（NF-κB p65，批号：4172S）、Caspase-12（批
号：10365S）、Caspase-3（批 号：6408S）、 内 参
β-actin（批号：35127S）抗体（美国 Cell Technology
公司）；BCA 法蛋白含量检测试剂盒（批号：
PC0020）、ECL 显色试剂盒（批号：SW2030）（北
京索莱宝生物技术有限公司）。
1.3　仪器

　　HM340E 石蜡切片机（德国 Thermo Scientific
公司）；CX31 型光学显微镜（日本 Olympus 公
司）；Labofuge 400R 型低温离心机（德国 Thermo 
Electron 公司）；MK3 型全自动多功能酶标仪（芬
兰雷勃公司）；DYCZ-24DN 型电泳仪、DYCZ-
40D 型转膜仪（北京六一生物科技有限公司）；
CFX 型凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2　方法

2.1　动物分组、造模与给药 
　　按照随机数字表法将 120 只大鼠平均分为 6
组（n ＝ 20）：假手术组，模型组，尼莫地平组
和低、中、高剂量大蒜素组。除假手术组外，其

κB p65 (NF-κB p65), Caspase-12 and Caspase-3 were detected by Western blot. Results  Compared 
with the model group, the nerve symptom scores of the rats in the medium and high dose allicin groups 
and the nimodipine group were significantly decreased (P ＜ 0.05); the pathological changes of the 
hippocampal neurons and neuronal apoptosis were significantly improved; the levels of TNF-α , IL-1β 
and IL-6 in the hippocampus were significantly decreased (P ＜ 0.05); and the relative expression of 
glucose-regulated protein 78 (GRP78), C/EBP homologous protein (CHOP), NF-κB p65, Caspase-12, 
Caspase-3 and the phosphorylation rate of PERK (p-PERK/PERK) were significantly decreased 
(P ＜ 0.05). Compared with the nimodipine group, the nerve symptom scores and the level of TNF-α 
and IL-6 in the high dose allicin group were significantly decreased (P ＜ 0.05), the relative expression 
of GRP78, CHOP, NF-κB p65, Caspase-3 and the phosphorylation rate of PERK were also significantly 
decreased (P ＜ 0.05). Conclusion  Allicin can reduce the apoptosis and inflammatory damage of the 
hippocampal neurons in VD rats, whose mechanism may be related to the inhibition of ERS. 
Key words: allicin; vascular dementia; endoplasmic reticulum stress; hippocampal neuron; 
inflammation; apoptosis



1829

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

他 5 组均参照文献 [9] 报道的方法，通过结扎双侧
颈总动脉构建 VD 大鼠模型。造模完成后，低、
中、高剂量大蒜素组分别 1 次·d － 1 灌胃 5、10、
20 mg·kg － 1（参照人临床剂量，根据人与大鼠
剂量换算公式计算所得，低、中、高剂量分别相
当于人剂量的 1/2、1 倍、2 倍），尼莫地平组 1
次·d － 1 灌胃 2 mg·kg － 1（参照人临床剂量，根
据人与大鼠剂量换算公式计算所得），假手术组
和模型组 1 次·d － 1 灌胃生理盐水，疗程 2 周。
2.2　神经症状评分 
　　各组随机取 10 只大鼠，参照苗明三等 [10] 报
道的评分标准，分别从活动、步态、进食、饮水、
疼痛刺激反应五个方面进行评分：① 活动：自发
探究计 0 分，刺激时走动计 1 分，爬行计 2 分，
不动计 3 分；② 步态：正常计 0 分，共济失调计
1 分，爬行计 2 分，无步态计 3 分；③ 进食：正
常计 0 分，少量计 1 分，无饮食计 2 分；④ 饮水：
有计 0 分，无计 1 分；⑤ 疼痛刺激反应：疼痛刺
激时移动 / 走动计 0 分，头 / 躯干动或反应过强
计 1 分，肢体回缩计 2 分，无反应计 3 分。
2.3　HE 染色法行海马神经元病理学检查 
　　神经症状评分完成后，40 mg·kg － 1 腹腔注
射戊巴比妥钠实施麻醉，颈椎脱臼处死，取脑组
织置于 10% 中性甲醛溶液固定 5 d，经石蜡包埋、
4 μm 切片、烤片、水化处理后行 HE 染色，置于
显微镜下观察海马神经元的病理学变化并拍照。
2.4　TUNEL 染色法观察海马神经元凋亡状况

　　取“2.3”项下制备的脑组织石蜡切片，水化处
理后行 TUNEL 染色，显微镜下观察海马神经元凋
亡状况。每张切片取 5 个视野，对神经元总数和
凋亡神经元数进行计数，然后计算凋亡指数（视野
内凋亡神经元数占神经元总数的百分比，AI）。
2.5　ELISA 法检测海马组织 TNF-α、IL-1β、IL-6
含量 
　　取各组剩余的 10 只大鼠，40 mg·kg － 1 腹
腔注射戊巴比妥钠实施麻醉，颈椎脱臼处死，取
脑并剥取海马组织，加入 9 倍量 4℃裂解液、研
磨匀浆，4℃、3000 r·min－1 离心5 min 取上清液，
按照 ELISA 试剂盒说明通过酶标仪检测 TNF-α、
IL-1β、IL-6 含量。
2.6　Western blot 法检测海马组织蛋白表达 
　　取海马组织匀浆液，4℃、6000 r·min － 1 离
心 5 min，取上清液，于 4℃、12 000 r·min － 1

离心 30 min，取沉淀，BCA 法测定蛋白浓度、沸
水浴变性，10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白、转膜、

室 温 封 闭 1 h 后， 用 GRP78、PERK、p-PERK、
CHOP、NF-κB p65、Caspase-12、Caspase-3、 内
参β-actin 一抗稀释液 4℃孵育过夜，洗膜后二抗
室温孵育 1.5 h，ECL 显色后，通过 Image J 软件
检测蛋白条带的灰度值。
2.7　统计学方法

　　运用 SPSS 22.0 统计学软件进行统计分析，计
量资料符合正态分布以 x±s 表示，分别采用单因
素方差分析和 LSD-t 检验进行多组间均数比较和
进一步两两比较，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。
3　结果

3.1　大蒜素对 VD 大鼠神经症状评分的影响

　　与假手术组比较，模型组神经症状评分升高
（P ＜ 0.05）；与模型组比较，中、高剂量大蒜素
组和尼莫地平组神经症状评分降低（P ＜ 0.05）；
与尼莫地平组比较，高剂量大蒜素组神经症状评
分降低（P ＜ 0.05）（见图 1）。

图 1　大蒜素对 VD 大鼠神经症状评分的影响（n ＝ 10）
Fig 1　Effect of allicin on neurological symptom score of VD rats（n＝10）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05；
与尼莫地平组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；com-
pared with the model group，△ P ＜ 0.05；compared with the nimodipine 
group，▲ P ＜ 0.05.

3.2　大蒜素对 VD 大鼠海马神经元病理学变化

的影响

　　假手术组大鼠海马神经元结构完整，排列整
齐、层次清晰；模型组海马神经元呈现排列紊乱、
层次不清、间隙增大、胞体固缩、核膜边界不清、
炎性细胞浸润等病理学变化；与模型组比较，低、
中、高剂量大蒜素组和尼莫地平组 VD 大鼠海马
神经元病理学结构呈不同程度好转，高剂量大蒜
素组效果优于其他组（见图 2）。
3.3　大蒜素对 VD 大鼠海马神经元凋亡的影响

　　与假手术组比较，模型组海马神经元凋亡数量
增多，AI 升高（P ＜ 0.05）；与模型组比较，中、
高剂量大蒜素组和尼莫地平组海马神经元凋亡数
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量均减少，AI 均降低（P ＜ 0.05）；与尼莫地平组
比较，高剂量大蒜素组 AI 降低（P ＜ 0.05）（见图 3
及图 4）。

图 3　大蒜素对 VD 大鼠海马神经元凋亡的影响（TUNEL，×400）
Fig 3　Effect of allicin on apoptosis of hippocampal neurons of VD rats
（TUNEL，×400）

图 4　大蒜素对 VD 大鼠海马神经元 AI 的影响（n ＝ 10）
Fig 4　Effect of allicin on AI in hippocampal neurons of VD rats（n ＝ 10）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05；
与尼莫地平组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；com-
pared with the model group，△ P ＜ 0.05；compared with the nimodipine 
group，▲ P ＜ 0.05.

3.4　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 TNF-α、IL-1β、
IL-6 含量的影响
　　与假手术组比较，模型组 TNF-α、IL-1β、IL-6
含量升高（P ＜ 0.05）；与模型组比较，中、高剂
量大蒜素组和尼莫地平组 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量
降低（P ＜ 0.05）；与尼莫地平组比较，高剂量大
蒜素组 TNF-α、IL-6 含量降低（P ＜ 0.05）（见图 5）。
3.5　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 GRP78、PERK、
p-PERK、CHOP 蛋 白 表 达 及 PERK 磷 酸 化 率
（p-PERK/PERK）的影响
　　与假手术组比较，模型组 GRP78、CHOP 相
对表达量和 p-PERK/PERK 升高（P ＜ 0.05）；与

图 5　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量的影响（n ＝ 10）
Fig 5　Effect of allicin on TNF-α，IL-1β，IL-6 in hippocampus of VD rats（n ＝ 10）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05；与尼莫地平组比较，▲ P ＜ 0.05。
Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；compared with the model group， △ P ＜ 0.05；compared with the nimodipine 

group，▲ P ＜ 0.05.

模型组比较，中、高剂量大蒜素组和尼莫地平
组 GRP78、CHOP 相对表达量和 p-PERK/PERK
降低（P ＜ 0.05）；与尼莫地平组比较，高剂量
大蒜素组 GRP78、CHOP 相对表达量和 p-PERK/
PERK 降低（P ＜ 0.05）（见图 6 及图 7）。
3.6　 大 蒜 素 对 VD 大 鼠 海 马 组 织 NF-κB p65、
Caspase-12 及 Caspase-3 蛋白表达的影响
　　与假手术组比较，模型组 NF-κB p65、Caspase-12

及 Caspase-3 相对表达量升高（P ＜ 0.05）；与模型组
比较，中、高剂量大蒜素组和尼莫地平组 NF-κB p65、
Caspase-12、Caspase-3 相对表达量降低（P ＜ 0.05）；
与尼莫地平组比较，高剂量大蒜素组 NF-κB p65、
Caspase-3相对表达量降低（P＜0.05）（见图8及图9）。
4　讨论
　　VD 在中医属于“呆病”“痴症”“善忘”等范
畴，其主要病机在于“气血不足、肾精亏虚、痰浊

图 2　大蒜素对 VD 大鼠海马神经元病理学变化的影响（HE，
×400）
Fig 2　Effect of allicin on pathological change of hippocampal neurons 
of VD rats（HE，×400）
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瘀血”，宜采取益气活血、祛痰化瘀的方案治疗。
大蒜具有补气消积、解毒杀虫、散痈肿毒疮等功
效，其主要活性成分为大蒜素，既往文献报道大
蒜素对出血性和缺血性脑损伤具有保护作用 [11-12]。
本研究发现，经大蒜素治疗 2 周能够明显降低 VD
大鼠神经症状评分，改善海马神经元病变，高剂
量大蒜素组效应优于尼莫地平组，提示大蒜素对
VD 大鼠海马神经元损伤具有保护作用。
　　黑悦等 [13] 研究发现，脑血流障碍发生后
将迅速激活小胶质细胞并释放炎症因子 IL-1β，

IL-1β 通过诱导白细胞黏附与浸润，引发炎症反
应继而加重脑组织损伤。与此同时，IL-1β 激活
巨噬细胞、单核细胞等，进而合成与分泌 TNF-α
等炎症趋化因子。研究显示，TNF-α 可以使内皮
细胞通透性增加，诱导黏附因子合成与释放，并
且 TNF-α 协同 IL-1β 诱导其他炎症因子生成，从
而激发炎症级联反应 [14]。IL-6 被认为是 VD 的
生物学标志物，能够诱导白细胞黏附并造成微循
环障碍，加重脑组织损伤 [15]。细胞凋亡受多种
基因调控，研究表明 Caspase-12、CHOP 等可激
活 Caspase-3，激活型 Caspase-3 通过酶解切割细
胞结构蛋白和修复蛋白参与细胞凋亡的启动和执
行过程 [16]。本研究发现，经大蒜素治疗 2 周能够
明显降低 VD 大鼠海马组织炎症因子 TNF-α、IL-
1β、IL-6 含量，改善海马神经元凋亡状况，下调
Caspase-12、CHOP 和 Caspase-3 表达，高剂量大
蒜素组下调 CHOP、Caspase-3 表达的作用优于尼

图 6　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 GRP78、PERK、p-PERK 及 CHOP
蛋白表达的影响

Fig 6　Effect of allicin on the expression of GRP78，PERK，p-PERK，

and CHOP proteins in hippocampus of VD rats

图 7　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 GRP78 及 CHOP 蛋白相对表达量

和 p-PERK/PERK 的影响（n ＝ 10）
Fig 7　Effect of allicin on the relative expression of GRP78 and CHOP 
protein and p-PERK/PERK in hippocampus of VD rats（n ＝ 10）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05；
与尼莫地平组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；com-
pared with the model group，△ P ＜ 0.05；compared with the nimodipine 
group，▲ P ＜ 0.05.

图 8　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 NF-κB p65、Caspase-12、Caspase-3
蛋白表达的影响

Fig 8　Effect of allicin on expression of NF-κB p65，Caspase-12，and 
Caspase-3 proteins in hippocampus of VD rats

图 9　大蒜素对 VD 大鼠海马组织 NF-κB p65、Caspase-12、Caspase-3
蛋白相对表达量的影响（n ＝ 10）
Fig 9　Effect of allicin on the relative expression of NF-κ B p65，
Caspase-12，and Caspase-3 protein in hippocampus of VD rats（n ＝ 10）

注：与假手术组比较，*P ＜ 0.05；与模型组比较，△ P ＜ 0.05；
与尼莫地平组比较，▲ P ＜ 0.05。

Note：Compared with the sham operation group，*P ＜ 0.05；com-
pared with the model group，△ P ＜ 0.05；compared with the nimodipine 
group，▲ P ＜ 0.05.
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莫地平组，提示大蒜素对 VD 大鼠海马神经元起
到保护作用可能是通过抑制炎症损伤和神经元凋
亡来实现的。
　　内质网对蛋白折叠等生理过程具有重要调控
作用，脑血流障碍所致能量代谢受阻等导致内质
网功能受损，致使蛋白不折叠或折叠错误，刺激
内质网启动自我修复机制，即 ERS。ERS 通过
诱导 PERK 磷酸化（p-PERK）和内质网伴侣蛋
白 GRP78 表达，从而抑制叠错错误蛋白生成和
促进折叠错误蛋白修复。若折叠错误蛋白累积过
多而超过内质网修复能力时，将刺激 Caspase-12、
CHOP 表达上调并激活 Caspase-3，从而启动细胞
凋亡程序 [17-18]。此外，ERS 可刺激 NF-κB 大量表
达，刘冲等 [19] 研究发现 NF-κB 分子中 p65 亚基
与 DNA 特异位点结合后可使 TNF-α、IL-1β、IL-6
等炎症因子的表达增加，介导发生炎症反应。李
红霞等 [20] 研究发现大蒜素能够通过抑制 ERS，减
轻心肌缺血再灌注损伤。本研究发现，经大蒜素
治疗 2 周能够明显下调 VD 大鼠海马组织 GRP78、
NF-κB p65 蛋白表达，降低 p-PERK/PERK，高剂
量大蒜素组上述效应优于尼莫地平组，提示大蒜
素可能通过抑制 ERS 以减轻 VD 大鼠海马组织炎
症反应和神经元凋亡。
　　综上，大蒜素可减轻 VD 大鼠海马神经元凋
亡和炎症损伤，作用机制可能与抑制 ERS 有关，
本研究结果为大蒜素作为 VD 治疗候选药物提供
了实验依据。本研究仍存在不足之处：首先，所
用实验动物均为雄性，以排除雌激素和孕激素对
结果的影响，未能阐明本实验结果是否适用于雌
性动物；其次，未设置 ERS 抑制剂组、激活剂组
及其与大蒜素联合干预组，以验证 ERS 的特异性
作用。课题组下一步拟对本研究中的不足之处进
行深入探讨。
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具备“壳 -核”结构的 pH/GSH双响应叠层 
载药胶束递送系统的研究

许小艺1，严菲1*，黄朝瑜1，吴正红2（1. 江苏省食品药品监督检验研究院，南京　210002；2. 中国药科大学药学院，

南京　210002）

摘要：目的　设计一种具备酸、谷胱甘肽（GSH）双响应性的叠层胶束，用于靶向共递送
阿霉素和姜黄素。方法　利用酰胺化反应将β- 环糊精（β-CD）接枝于透明质酸（HA）侧
链，作为外层“壳”载药位点（HA-CD），通过疏水作用包载阿霉素（DOX），形成 HA-CD@
DOX；用二茂铁甲酸（Fc）与十八醇进行酯化反应，氧化处理后自组装得到正电性的内层促
释性“核”（Fc ＋ -C18），包载抗肿瘤药物姜黄素（CUR），制得 Fc ＋ -C18@CUR。内层促释
性“核”与外层“壳”通过静电作用结合，得到具备“壳 - 核”结构的叠层载药胶束（HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR）；通过 1H-NMR 对 HA-CD、Fc ＋ -C18 进行结构表征，采用 FT-IR 表征
HA-CD@DOX；采用芘荧光探针法对 Fc ＋ -C18 的临界胶束浓度进行测定；以动态光散射和透
射电镜对叠层载药胶束粒径、形态进行表征；以高效液相色谱法（HPLC）和荧光分光光度法
测定药物体外释放行为；采用 MTT 法考察 DOX 与 CUR 抗肿瘤的协同作用以及叠层载药胶束
对肿瘤细胞（4T1）与正常细胞（LO2）增殖的抑制效果；以激光共聚焦显微镜、流式细胞仪观
察体外细胞摄取性。结果　HA-CD@DOX 成功制备；Fc ＋ -C18 临界胶束浓度为 0.02 mg·mL－ 1，
HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 为直径 300 nm 左右的球形结构；MTT 结果表明 DOX 与 CUR
联合使用确实具有协同作用，HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 对 4T1 的细胞增殖抑制效果优
于 DOX ＋ CUR；细胞摄取实验显示 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 可以主动靶向至肿瘤细
胞表面 CD44 受体，并实现药物的定点快速释放。结论　HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 具有
pH 和 GSH 双响应的药物释放行为，能提高药物在肿瘤部位的积累，具有主动靶向性，同时还
有协同抗肿瘤作用。
关键词：胶束；β- 环糊精；透明质酸；主动靶向性；联合用药
中图分类号：R944　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1833-09
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.023

pH/GSH dual-response stacked drug delivery system with a  
"shell-and-core" structure

XU Xiao-yi1, YAN Fei1*, HUANG Chao-yu1, WU Zheng-hong2 (1. Jiangsu Institute of Food and Drug 
Control, Nanjing  210002; 2. School of Pharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing  210002)

Abstract: Objective  To design a dual-response stacked micelle with acid and glutathione (GSH) for 
the targeted co-delivery of adriamycin (DOX) and curcumin (CUR). Methods  β-cyclodextrin (β-CD) 
was grafted onto the hyaluronic acid (HA) side chain by amidation and acted as the outer shell of drug-
loading site (HA-CD), which encapsulated DOX by hydrophobic interaction to form HA-CD@DOX. 
Ferrocene carboxylic acid (Fc) was esterified with octadecanol and self-assembled after oxidation to 
obtain a positively charged inner pro-release core (Fc ＋ -C18). The inner pro-release core and the outer 
shell were electrostatically bonded to obtain a shell-nucleus structure. 1H-NMR was used to characterize 
the structure of HA-CD and Fc ＋ -C18. FT-IR was used to characterize HA-CD@DOX. The critical 
micelle concentration of Fc ＋ -C18 was determined by pyrene fluorescence probe method. The particle 
size and morphology of the stacked drug-loaded micelles were characterized by dynamic light scattering 
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　　近年来，单一给药是药物载体研究的重点，但
随着载药体系的不断完善和成熟，人们也寄希望于
在药物协同使用上有所突破，共递送载药系统应运
而生 [1]。有研究表明，对于肿瘤细胞的治疗，双重
给药比单一给药效果更好 [2-3]，这为肿瘤的诊疗提
供了一个新的契机。与此同时，传统的以单一化合
物合成的载药体系具有初期药物释放速率快和功
能单一的特点 [4-5]，可能会导致局部血药浓度过高，
造成药物中毒或治疗程度限制 [6-8]。因此，两种化
合物的联合使用可有效弥补上述缺点。相较于传统
胶束的单层“壳 - 核”结构，经过修饰组合后的叠
层“壳 - 核”结构，可通过外部的“壳”对内层药物
分子的释放进行控制，以此降低药物的突释 [9-11]。
因此，本实验设计了具有叠层“壳 - 核”结构的共
递送载药系统，如图 1 所示：透明质酸（HA）的
引入赋予载体特异性识别肿瘤细胞表面过表达的
CD44 受体 [12-14] 及主动靶向至肿瘤部位的能力，同
时在其侧链上修饰β- 环糊精（β-CD），使其具备将
阿霉素（DOX）包载于空腔内，以减少其在体循环
中的释放能力；同时，将二茂铁的衍生物二茂铁甲
酸与十八醇结合，氧化自组装形成阳离子促释性
“内核”，并将化学增敏剂姜黄素（CUR）包载于
“内核”中。外层“壳”与促释性“内核”通过静电
作用结合，形成叠层共递送载药系统。在肿瘤组织
微酸环境下，载体中的酰胺键水解，包载药物的环
糊精从 HA 侧链脱落；而在高浓度谷胱甘肽（GSH）
环境 [15-16] 中，促释性“核”（Fc＋ -C18）被还原解体，
CUR 释放，被还原的二茂铁基转化为疏水态，进而
与 DOX 竞争环糊精空腔 [17-18]，促进 DOX 在肿瘤细
胞内快速释放。此叠层胶束具备了 pH 与 GSH 双重

响应能力，保证有充足的药物能够到达肿瘤部位，
确保联合治疗的协同效应以及改善抗肿瘤活性。

图 1　具备“壳 - 核”结构 pH/GSH 双响应叠层载药胶束递送系统用

于肿瘤治疗的示意图

Fig 1　Shell-nucleus structured pH/GSH dual-response stacked micelle 
delivery system for tumor therapy
a. 透明质酸侧链修饰β- 环糊精并包载 DOX（hyaluronic acid side chain 
modified β-cyclodextrin and DOX encapsulation）；b. 促释性阳离子胶

束的制备及 CUR 的包载（preparation of pro-release cationic micelles 
and CUR encapsulation）；c. 叠层胶束通过 CD44 受体介导的内吞作

用摄取至肿瘤细胞内并由 pH/GSH 触发药物的释放 [stacked micelles 
via CD44 receptor-mediated endocytosis uptake into tumor cells and drug 
release triggered by pH/GSH]

1　材料

1.1　试药
　　低分子透明质酸钠（华熙生物科技股份有限
公司，相对分子质量为 3.4 kDa），β-CD（上海泰
坦科技股份有限公司），CUR（上海源叶集团生物
技术有限公司，纯度≥ 99.8%），盐酸阿霉素（浙

and transmission electron microscopy. The in vitro release behavior of the drug was determined by 
high performance liquid chromatography (HPLC) and fluorescence spectrophotometry. The antitumor 
synergistic effect of DOX and CUR and the proliferation inhibition of stacked drug-loaded micelles 
on tumor cells (4T1) and normal cells (LO2) were investigated by MTT method. The proliferation 
inhibition of DOX and CUR was investigated. Laser confocal microscopy, and flow cytometry were 
used to observe the in vitro cellular uptake. Results  HA-CD@DOX was successfully prepared; the 
critical micelle concentration of Fc ＋ -C18 was 0.02 mg·mL－ 1, and HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@
CUR was a spherical structure with a diameter of about 300 nm. MTT showed that the combination of 
DOX and CUR did have a synergistic effect, and HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR had a better effect 
than DOX ＋ CUR on 4T1 cells. The cell uptake assay showed that HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@
CUR actively targeted CD44 receptors on the surface of tumor cells to achieve rapid release of the drug 
at a fixed point. Conclusion  HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR shows a pH and GSH dual-response 
drug release behavior that enhances drug accumulation at tumor sites with active targeting, as well as a 
synergistic anti-tumor effect. 
Key words: micelle; β-CD; hyaluronic acid; active targeting; medication combination 



1835

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

江海正医药股份有限公司，纯度≥ 99.8%），芘荧
光探针 [ 西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司，
纯度≥ 99.8%]，十八醇（上海凌峰化学试剂有限
公司），二茂铁甲酸（纯度≥ 99.8%）及其他生化
试剂（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。小鼠
乳腺癌细胞（4T1 细胞）、人正常肝细胞（LO2 细
胞）（美国菌种保藏中心）。
1.2　仪器
　　FD-1A-50 真空冷冻干燥机（北京博医康实验
仪器有限公司），TENSOR 27 傅里叶变换红外光
谱仪、德国布鲁克粒径测定仪（德国布鲁克公司），
AVANED AV-300 核磁共振波谱仪（瑞士 BRUKER
公司），F280荧光分光光度计（天津港东科技发展有
限公司），LC-20 高效液相色谱仪（日本岛津公司），
BD FACSCeleta 流式细胞仪（美国 BD 公司），LSM 
700 激光共聚焦显微镜（Carl Zeiss Jene），Multiskan 
FC 多功能酶标仪（美国 Biotech 仪器公司），Hitachi 
7700 透射电子显微镜（日本日立公司）。
2　方法
2.1　HA-CD 的合成及表征 
　　透明质酸四丁基铵盐（HA-TBA）的合成与
单 -6- 氧 - 对甲苯磺酰基 -β- 环糊精（Tos-β-CD）
的合成路线参考文献 [19]。称取 5 g Tos-β-CD 和 20 
g 1，6- 己二胺（HDA）于圆底烧瓶中，加入 25 
mL N，N- 二甲基甲酰胺（DMF），在氮气保护下
于 80℃水浴锅中搅拌反应 18 h。待反应结束，将
反应液滴入 500 mL 冷丙酮中沉淀，抽滤得沉淀，
再将其溶解于适量甲醇水溶液中，重复两次。
40℃真空干燥沉淀得到氨基修饰的环糊精，记
为 NH2-β-CD。向圆底烧瓶中加入 1.25 g HA-TBA
和 1.5 g NH2-β-CD。用氮气吹扫容器，通过注射
器加入 60 mL 无水二甲基亚砜（DMSO）。待反
应物完全溶解，通过注射器加入六氟磷酸苯并三
唑 -1- 氧基三（二甲氨基）磷的 DMSO 溶液（0.53 
g/3 mL），室温反应 2 h。反应液置入透析袋于蒸
馏水中透析 48 h 纯化，冷冻干燥得到 HA-CD 冻
干粉，产率为 30%。通过 1H 核磁共振波谱仪对
HA-CD 进行化学结构表征。
2.2　HA-CD@DOX 的制备及表征 
　　精密称取 10 mg 的 HA-CD，2 mg 的 DOX 溶
于适量 DMSO，室温下搅拌 24 h，透析，溶液冻
干得 HA-CD@DOX。取真空干燥的 DOX、HA-
CD、HA-CD 与 DOX 的物理混合物、HA-CD@
DOX 各约 5 mg 与 200 mg KBr 粉末充分研磨混
合，压片制样，用傅里叶红外光谱仪进行扫谱。
2.3　Fc-C18 的合成与结构表征
　　将 5.0 mg 二茂铁甲酸（Fc）溶于适量二氯甲

烷中，加入 20 mg 4- 二甲氨基吡啶（DMAP）和
5 mg 十八醇。取 20 mg 1-（3- 二甲氨基丙基）-3-
乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC）溶于适量二氯甲烷
中，待全部溶解后滴加到上述反应液中。室温搅
拌 24 h。透析，溶液冷冻干燥 48 h 得 Fc-C18，产
率为 38%。通过 1H 核磁共振波谱仪对 Fc-C18 进
行化学结构表征。
2.4　Fc ＋ -C18 胶束的表征及 Fc ＋ -C18@CUR 的
制备 
　　用三氯化铁的乙腈溶液氧化 Fc-C18，采用芘
荧光探针法测定临界胶束浓度（CMC）。精密量
取 2.0 mg 芘，溶于 10 mL 丙酮中，在每个样品瓶
中加入 10 μL 该丙酮溶液，并置于通风橱中挥发
丙酮。再另外配制系列质量浓度 Fc ＋ -C18（0.64、
0.32、0.16、0.08、0.04、0.02、0.01、0.005、0.0025、
0.001 25、0.000 625 mg·mL－ 1）。各取 3 mL 上述
不同质量浓度的溶液于 10 mL 芘量瓶中，使得芘
均匀分散其中。取适量的 Fc ＋ -C18、CUR 溶于 2 
mL 的 DMSO 中，室温搅拌 24 h，透析 24 h，即
得 Fc ＋ -C18@CUR。
2.5　叠层载药胶束的制备与表征
　　利用 HA-CD@DOX 的负电性与 Fc ＋ -C18@
CUR 的正电性相互吸引的特点，将不同浓度比
（c/c ＝ 1∶1、1∶2、1∶3）的溶液均匀混合即可
得 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR，并置于样品
池中，用粒径电位仪测定其粒径、电位。再取适
量叠层载药胶束溶液与经 GSH 溶液破坏后的叠层
载药胶束溶液滴在表面附着碳膜的铜网上，于室
温下静置2～3 min，用吸水纸吸去多余的溶液后，
用磷钨酸溶液负染 2 ～ 3 min，红外灯下干燥，置
于 TEM 中以 80 kV 加速电压检视、拍照。
2.6　叠层载药胶束体外释放 
　　采用透析法考察 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@
CUR 的体外释药行为。精密量取 1 mL HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR 溶液于截留分子量 3500 
Da 的透析袋中，透析夹夹紧，并置于 50 mL 含
有 1% 吐温 80 的 pH 5.5、pH 6.5、pH 7.4 的 PBS
溶液中。将上述 3 种溶液置于恒温气浴摇床中振
荡（37℃，100 r·min － 1），不同时间点用全新 3 
mL 释放介质替换原有介质，以此考察不同 pH 条
件对药物释放的影响；为了考察肿瘤细胞微环境
中 GSH 对药物释放的影响，又增设了 3 个实验
组，释放介质为 50 mL 含有 1% 吐温 80 的 GSH
浓度为 0、5、20 mmol·L－ 1 的 pH 6.5 的 PBS 溶
液，其余条件相同。用荧光分光光度法测定 DOX
在激发波长 503 nm 的荧光强度，用高效液相色
谱法（HPLC）测定 CUR 在 428 nm 处的色谱峰
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面积 [20]，代入标准曲线换算浓度，计算累积释放
率，绘制释放曲线。
2.7　细胞毒性和细胞摄取
　　用含 10% 胎牛血清、100 U·mL－ 1 青霉素
和链霉素的 DMEM 高糖培养基培养 4T1 细胞
株（CD44 高表达）和人正常肝细胞 LO2 细胞株
（CD44 低表达），置于 37℃、5%CO2 的细胞培养
箱中。取对数生长期细胞以 5.0×103 个 / 孔的密度
接种于 96 孔板中，向各孔中分别加入一系列浓度
梯度（按照 DOX 质量浓度为 0.039、0.078、0.156、
0.312、0.625、1.25、2.5、5 和 10 μg·mL－ 1，
CUR 浓度梯度与其相同）的游离 DOX、CUR、
DOX ＋ CUR、HA-CD&Fc ＋ -C18 和 HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18、HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR
溶液，每个浓度设定 3 个复孔。培养箱孵育 48 h
后，每孔加入 20 μL MTT 溶液（5 mg·mL－ 1），
继续培养 4 h，弃去培养基，于每孔中加入 150 
μL DMSO 溶液。用酶标仪在 570 nm 波长条件下
测定吸光度，以加入空白培养基的细胞作为对照
组，根据公式计算，细胞生存率（%）＝实验组
吸光度值 / 对照组吸光度值 ×100%，计算每个浓
度下的细胞生存率并绘制生存率曲线；根据联合
用药指数（combination index，CI）来分析 DOX
与 CUR 的相互作用：CI ＝ D1/Dx1 ＋ D2/Dx2（1、2
代表不同药物，D1、D2 为两者联合使用使生长抑
制率达 x 时两种药物的浓度；Dx1、Dx2 为两种药
物单独使用使生长抑制率达 x 时的药物浓度）。若
CI ＜ 1，表明两者具有协同作用；若 CI ＝ 1，表
明仅有单纯叠加作用；若 CI ＞ 1，表明两种药物
具有拮抗作用。
2.8　细胞摄取实验
　　用激光共聚焦和流式细胞术分别定性、定量
考察两种细胞对药物的摄取情况。取对数生长期
的 4T1 和 LO2 细胞株，以 1×105 个 / 孔的密度
接种于 6 孔板中，置于 37℃培养箱中孵育过夜
后，弃去培养基。每孔中分别加入 200 μL 含有
HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR、HA-CD@DOX
的 DMEM 高糖培养基，其中 DOX、CUR 质量浓
度均为 10 μg·mL－ 1。此外，为了证实 HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR 的 CD44 受体介导的细胞
摄取，再设置一组实验组，该组在用 HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR 处理细胞之前，用游离
HA（10 mg·mL－ 1）预处理细胞 1 h 以阻断 CD44
受体。在培养箱中分别孵育 1、2、4 h 后，加入 0.5 
mL 的 PBS 冲洗细胞 2 ～ 3 次以除去未入胞的药
物，最后在每孔中加入适量胰蛋白酶和 1 mL PBS
吹打为细胞悬液，于流式细胞仪中定量考察细胞

摄取量。同时孵育 1、2、4 h 的 4T1 细胞还用激
光共聚焦显微镜观察孵育 1、2、4 h 的 4T1 细胞
的细胞摄取情况，并拍照。
2.9　统计学方法
　　所有数据均用平均数 ±标准差（x±s）表示，
使用 Excel 进行统计学分析，采用 t 检验进行显著
性分析，当 P＜ 0.05时认为差异具有统计学意义。
3　结果与讨论
3.1　HA-CD 的合成及表征
　　HA-CD 的核磁结果见图 2，1H NMR（600 MHz，
DMSO-d6）δ：4.86（s，7H），4.51（s，6H），1.84（s，
3H），1.34（p，J ＝ 7.6 Hz，14H）。在 δ 1.84 处的核
磁峰归属为 HA 上的乙酰基上的甲基氢；δ 1.34 ～ 1.5
处的核磁峰归属为己二胺上的氨基氢和碳链氢；在 δ 
4.51 ～ 4.86 处则为β-CD 上的α-D- 吡喃葡萄糖上的
羟基氢，表明化合物 HA-CD 制备成功。

图 2　HA 的 1H-NMR 图谱（600 MHz，D2O-d6）

Fig 2　1H-NMR spectrum of HA（600 MHz，D2O-d6）

3.2　HA-CD@DOX 的表征 
　　HA-CD ＋ DOX、DOX、HA-CD 与 HA-CD@
DOX 的红外光谱见图 3。3410 cm－ 1 处的宽吸收
峰归属于 HA 的多羟基特征吸收带（伸缩振动）；
1655 cm－ 1 归属于 C-C 伸缩振动，此峰为环糊精七
元环的特征峰。DOX 在 806 cm－ 1 处的红外峰归
因于其苯环上的 γ（C-H）的振动，而该特征峰在
HA-CD@DOX 红外图谱中消失，且 DOX、HA-CD
在 1570 cm－ 1 的特征峰在包合物的红外图谱中也未
显现，物理混合物 HA-CD ＋ DOX 的红外光谱图
几乎保留了 HA-CD 和 DOX 的全部特征峰，可认
为是两者的混合图谱。HA-CD@DOX 与单纯的物
理混合物不同，是形成了包合物；而依据 DOX 的
苯环特征峰消失和部分减弱，可推测其与环糊精空
腔包合的部位可能是疏水性的蒽环。
3.3　Fc-C18 的结构表征 
　　Fc-C18 的图谱见图 4，1H NMR（400 MHz，
Chloroform-d）δ：4.83（t，2H），4.41（t，2H），4.22
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（s，5H），3.66（t，J＝ 6.7 Hz，2H），1.45（d，J＝
137.1 Hz，30 H），0.90（t，J ＝ 6.6 Hz，3H）。二茂
铁甲酸在δ 12.18 的羧基氢特征峰消失，且同时出现
了十八醇的端甲基氢与二茂铁甲酸δ 4.0 ～ 5.0 处环
戊二烯基氢的特征峰，表明化合物成功合成。

图 4　Fc-C18 的核磁共振氢谱图（400 MHz，Chloroform-d）
Fig 4　1H-NMR hydrogen spectrum of Fc-C18（400 MHz，Chloroform-d）

3.4　Fc ＋ -C18 胶束的表征

　　使用芘荧光探针法测量 CMC。在 Fc ＋ -C18
溶液浓度比较低的时候，I3/I1 的值比较稳定，当
到达 CMC 时，I3/I1 的数值发生了突变，表明
Fc＋-C18已自组装成胶束，计算交点的溶液浓度，
即得 CMC 为 0.02 mg·mL－ 1。CMC 数值小有利
于该胶束在体循环过程中保持稳定，不会过早地
将包载于内的药物泄露，从而减少了药物的毒副
作用。
3.5　叠层载药胶束的制备与表征 
　　粒径、电位结果如表 1 所示。由于 HA-CD@
DOX 的 HA 链上有许多羧基而表现出较低的负电
位，Fc＋ -C18@CUR 胶束属于阳离子胶束带正电荷，
未与 HA-CD@DOX 混合时的电位值为 20 mV。两者
混合时，当 c/c ＝ 1∶3 时，电位值较低，为－ 38.00 
mV。三种浓度比例的粒径值均在 300 nm 左右，综合
考虑 DOX 的用量，选择 c/c ＝ 1∶1 作为双层载药胶
束的最终组成浓度比例。HA-CD@DOX&Fc＋ -C18@
CUR 水溶液的 TEM 结果如图 5A 所示。叠层载药胶
束外形圆整光滑，大小均一，粒径在 150 nm 左右，

较之水合粒径偏小；而 20 mmol·L－ 1 GSH 溶液的
HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 的透射电镜图如图
5B 所示。胶束中的二茂铁鎓离子被 GSH 还原，胶
束结构被破坏，成不规则絮状物，表明该叠层载药
胶束具有 GSH 响应特性。

表 1　HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR电位、粒径 (n ＝ 3) 
Tab 1　Potential and particle size of HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@

CUR (n ＝ 3)
Fc ＋ -C18@CUR&

HA-CD@DOX（c/c）
Zeta 电位 /mV 粒径 /nm PDI

1∶1 － 32.57±1.49 299.27±15.17 0.171
1∶2   － 33.8±0.59 310.93±11.13 0.214
1∶3 － 38.00±2.76 310.67±19.15 0.259

图 5　HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 透射电子显微镜（TEM）图

Fig 5　HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR transmission electron 
microscopy（TEM）plots
A.HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 水溶液（HA-CD@DOX&Fc ＋ - 
C18@CUR in aqueous solution）；B.HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR
的 20 mmol·L－ 1 GSH 溶液（HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR in 20 
mmol·L－ 1 GSH solution）

3.6　叠层载药胶束体外释放

　　通过透析方法结合 HPLC、荧光分光光度法
检 测 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 在 不 同 条
件下的 DOX 和 CUR 的释放速率。结果如图 6 所
示：DOX 与 CUR 均在 pH 5.5 条件下累积释放
量最多，pH 7.4 条件下释放最少，随着 pH 的降
低，两种药物的累积释放量增加，pH 的降低有
利于叠层载药胶束系统中的酯键水解，从而促进
药物释放，表明制剂具有一定的 pH 响应性。由
图 6A 可以观察到 DOX 在 48 h 内的最高累积释
放量为 40% 左右，推测是由于 DOX 被包载于环
糊精空腔中，且外层包覆分子量为 34 000 Da 的
HA 链，在一定程度上减缓了释放，DOX、CUR
在 GSH 浓度为 5 mmol·L－ 1、20 mmol·L－ 1 的
释放量远大于 GSH 浓度为零的释放量，均表现
出较灵敏、快速的同步释放，在 48 h 时释放率高
达 80% ～ 90%。
3.7　细胞毒性和细胞摄取 DOX 与 CUR 的抗肿瘤
协同作用
　　以小鼠乳腺癌细胞 4T1 细胞来考察 DOX 与
CUR 的抗肿瘤协同作用，采用 MTT 法研究不同浓
度的游离 DOX、游离 CUR 以及两者等浓度混合物

图 3　傅里叶变换红外光谱图

Fig 3　Fourier transform infrared spectra



1838

Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7 　中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期

对肿瘤细胞的细胞毒性，计算各自的 IC50 值，结
果如图 7 所示。游离 CUR 的细胞毒性极低，10 
μg·mL－ 1 时的细胞存活率依旧高于 80%。游离
DOX 的细胞毒性随浓度增高而增强。当 DOX、
CUR 浓度为 5 μg·mL－ 1 时，两者混合物的细胞毒
性明显高于各自游离物的细胞毒性（P ＜ 0.01）。经
计算可得游离 DOX 的 IC50 值为 5.438 μg·mL－ 1，
CUR 的 IC50 值 为 658 μg·mL－ 1， 而 DOX ＋ CUR
的 IC50 值为 4.305 μg·mL－ 1。根据 CI 来判断两者
的相互作用，CI ＝ 0.40 ＜ 1，因而证明 DOX 与
CUR 联合使用具有协同作用。

图 7　DOX、CUR 与 DOX ＋ CUR 对 4T1 细胞的细胞毒性

Fig 7　Cytotoxicity of DOX，CUR and DOX ＋ CUR on 4T1 cells
注（Note）：与联合给药组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Com-

pared with the co-administration group，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

　　各个受试药物对 4T1、LO2 细胞的增殖抑制能
力结果见图 8，在设定的浓度范围内，各个质量浓
度（0.3 ～ 80 μg·mL－ 1）空载体 HA-CD&Fc ＋ -C18
与细胞孵育 24 h 后的细胞存活率均在 80% 以上，
表明空载体安全性高，生物相容性好。在0.039～10 
μg·mL－ 1，DOX ＋ CUR 与 HA-CD@DOX&Fc ＋ - 
C18、HA-CD@DOX&Fc＋ -C18@CUR 对 4T1 和 LO2
的细胞毒性均显示出浓度依赖性。
　　图 8A 显示当 DOX、CUR 的质量浓度在 1.25 

μg·mL－ 1 以上时，HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR
组的细胞存活率低于 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18 组
细胞存活率，显示出较高的细胞毒性，体现了联合
用药的协同作用；当 DOX 的质量浓度高于 0.625 
μg·mL－ 1 时，HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR
组的细胞毒性明显强于 DOX ＋ CUR 的细胞毒性
（P ＜ 0.01）。 此 外，DOX ＋ CUR 组 的 IC50 值 为
4.305 μg·mL－ 1；制剂组 IC50 值为 2.553 μg·mL－ 1。
这 是 由 于： ① HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 具
备的 HA 靶向 CD44 受体介导入胞可能比游离 DOX
的自由扩散效率更高；② 肿瘤细胞内浓度较高的
GSH 和微酸环境促进了 CUR、DOX 的释放，实现
了 DOX 与 CUR 的抗肿瘤协同作用，因而 HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR 组对肿瘤细胞有更显著的杀
伤力和抑制作用。
　　 图 8B 显 示 当 DOX 的 质 量 浓 度 高 于 0.312 
μg·mL－ 1 时，DOX ＋ CUR 的细胞毒性强于制剂
组（P ＜ 0.05）；且在给定 DOX 浓度范围内，HA-
CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 组 的 细 胞 存 活 率 均
高于 DOX ＋ CUR 组；且与 4T1 细胞相比，HA-
CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 组对 LO2 细胞的毒性
更低。这是由于 LO2 作为正常细胞，其表面 CD44
受体表达量低，因而摄取率不如游离 DOX 的自由
扩散效率高。同时，正常细胞内 GSH 浓度极低，
致使 CUR 的释放量也远不如肿瘤细胞内的释放量，
对细胞的抑制作用弱，因此 LO2 细胞的细胞存活
率高于 4T1 细胞。
　　体外细胞学摄取结果如图 9 所示。图 9A 为
HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 与 4T1 细胞共孵
育 1、2、4 h 后的结果。可以看出，随着共孵育时
间的延长，细胞内的 DOX 的荧光强度明显增强，

图 6　HA-CD@DOX& Fc ＋ -C18@CUR 的体外药物释放曲线

Fig 6　In vitro drug release profile of HA-CD@DOX& Fc ＋ -C18@CUR
A. DOX 在不同 pH 条件下（DOX at different pH conditions）；B. CUR 在不同 pH 条件下（CUR at different pH conditions）；C. DOX 在不同 GSH 浓

度条件下（DOX at different GSH concentrations）；D. CUR 在不同 GSH 浓度条件下（CUR at different GSH concentrations）
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图 8　CUR ＋ DOX、HA-CD&Fc ＋ -C18、HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR、HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18 对 4T1（A）和 LO2（B）的细胞毒性

Fig 8　Cytotoxicity of CUR ＋ DOX，HA-CD&Fc ＋ -C18，HA-CD@DOX& Fc ＋ -C18@CUR，and HA-CD@DOX& Fc ＋ -C18 on 4T1 cells（A）

and LO2 cells（B）

注（Note）： 与 HA-CD@DOX& Fc ＋ -C18@CUR 比 较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01（Compared with the HA-CD@DOX& Fc ＋ -C18@CUR，
*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

即细胞对制剂的摄取具有时间依赖性。而图 9B 则
为 HA-CD@DOX 与 4T1 细胞共孵育 1、2、4 h 后
的结果。孵育时间相同，HA-CD@DOX 组别内
的荧光强度明显弱于 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@
CUR，这是由于肿瘤微环境内 GSH 浓度高于正常
细胞，将二茂铁基团转化为疏水性基团，促进环
糊精空腔内 DOX 的释放。因而相同时间内，HA-
CD@DOX&Fc＋ -C18@CUR 的荧光强度更强。

　　而为了验证 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR
是由 CD44 受体介导入胞的这一摄取行为，将细
胞与游离 HA 预处理 1 h 以阻断 CD44 受体，摄
取结果见图 10C，与图 10A 相比较，经过游离
HA 预处理组的荧光强度显著降低，说明 HA 在
细胞摄取中的竞争作用，这也意味着 HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR 是通过 CD44 受体介导被
细胞摄取。

图 9　体外细胞摄取激光共聚焦图

Fig 9　In vitro cell uptake laser confocal map
A. HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 与 4T1 细胞共孵育（HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR incubated with 4T1 cells）；B. HA-CD@DOX 与 4T1
细胞共孵育（HA-CD@DOX incubated with 4T1 cells）；C. HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 与游离 HA 预处理组与 4T1 细胞共孵育（HA-CD@
DOX&Fc ＋ -C18@CUR incubated with free HA pretreatment group with 4T1 cells）

　　采用流式细胞术对细胞摄取结果进行定量分
析，结果与激光共聚焦定性分析结果相吻合（见
图 10）。4T1 细胞对制剂、HA-CD@DOX 的摄取
均具有时间依赖性，且 HA-CD@DOX 中 DOX 的
释放趋势较之制剂更缓慢，且差异具有统计学意
义（P ＜ 0.01），进一步证明了内层胶束经 GSH
还原后的促释作用；经 HA 处理过的细胞内的荧
光强度低于未经处理的制剂组，1 h 的荧光强度差
异最大，随着孵育时间延长，摄取量差异减小，
这可能是因为 HA 的阻断作用随时间延长而减弱。
　　LO2 细胞对 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR
摄取情况见图 11。孵育 1、2、4 h 细胞内的荧光

强度远远低于4T1细胞，且随着孵育时间的延长，
LO2 细胞内的荧光强度也并未有显著变化。这是
因为制剂是由 CD44 介导的细胞摄取，而作为正
常细胞，其表面的 CD44 受体显著低于肿瘤细胞，
因而制剂的摄取量大大降低，且制剂内的 DOX
快速释放又依赖于肿瘤细胞内的高 GSH 和低 pH
环境，因而 DOX 的释放量也显著降低。
　　综合细胞摄取的定性和定量分析结论，证明
了 HA-CD@DOX&Fc ＋ -C18@CUR 可以主动靶向
至肿瘤细胞并在肿瘤细胞特殊微环境条件下实现
药物的定点快速释放。
4　结论
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　　本研究基于包合物与自组装胶束作为纳米
递送系统实现了对多个药物的联合递送，且在
到达酸性、高还原性条件的肿瘤时，HA-CD& 
Fc ＋ -C18 能够通过响应性解体，实现同步递送和
高效释放 DOX 和 CUR，实现了对肿瘤细胞的联
合治疗。
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电子束辐照对藏药材力嘎都质量的影响
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有限责任公司，西藏　日喀则　857000）

摘要：目的　考察电子束辐照对藏药材力嘎都质量的影响。方法　选择不同辐照剂量对力嘎

都药材粉末进行辐照处理，比较辐照前后力嘎都的粉末性状、显微特征、岩白菜素和熊果苷

薄层色谱图、岩白菜素含量和液相色谱图，以及细菌总数、霉菌和酵母菌总数和大肠菌群的

变化情况。结果　辐照前后力嘎都粉末性状、显微特征、薄层色谱图、岩白菜素含量均未见

明显变化，细菌菌落数、霉菌和酵母菌菌落总数显著降低（P ＜ 0.05），当辐照剂量达到 10 
kGy 时，力嘎都药材粉末微生物水平符合 2020 年版《中国药典》规定。结论　电子束辐照对

力嘎都主要活性成分无显著影响，并能在 10 kGy 时达到良好的灭菌效果，电子束辐照适用于

力嘎都药材的灭菌。

关键词：力嘎都；电子加速器；辐照灭菌；岩白菜素 
中图分类号：R282.71，R283　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1841-05
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Effect of electron beam irradiation on the quality of  
Tibetan medicine Ligadu

YU Yang-jian1, 2, 3, XIE He-bing1, 2, 3, 4*, Ni-Ma-Ci-Ren3, 4, Bai-Ma-Dan-Zeng3, 4 (1. School of Pharmacy, 
Anhui University of Chinese Medicine, Hefei  230013; 2. Yangtze Delta Drug Advanced Research 
Institute, Nantong  Jiangsu  226133; 3. Jiangsu Shenhou Pharmaceutical Research Co., Ltd, Nantong  
Jiangsu  226133; 4. Tibet Shenhou Pharmaceutical Co., Ltd, Xigaze  Tibet  857000)

Abstract: Objective  To determine the effect of electron beam irradiation on the quality of Tibetan 
medicine Ligadu. Methods  Different irradiation doses were selected to irradiate the medicinal 
powder of Ligadu. The properties, microscopic characteristics, thin layer chromatograms of bergenin 
and arbutin, bergenin content and liquid chromatograms of the medicinal powder of Ligadu before 
and after the irradiation were compared, as the changes in the total number of bacteria, mold, yeast 
and coliform bacteria were recorded. Results  There was no significant change in the properties, 
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　　藏药材力嘎都为景天科植物狭叶红景天
Rhodiola kirilowii（Regel）Maxim. 或虎耳草科植物
岩白菜 Bergenia purpurascens（Hook.f. et Thoms.）
Engl. 的干燥根及根茎，多分布于青海、西藏、四
川、甘肃等地 [1]。力嘎都味苦性寒，具有清热解
疫、祛瘀消肿的功效 [2]，是传统藏成药制剂中的
常用药材，清肺止咳丸、二十味肉豆蔻丸、八味
檀香丸等藏药制剂中均含有力嘎都。力嘎都多取
根部以原生药粉直接入药，其根茎部位由于长时
间处于地下，容易滋生大量虫卵、杂质、微生物，
且加工炮制时未经过高温蒸煮等过程，微生物超
标现象时有发生 [3-5]。岩白菜素是力嘎都药材的主
要活性成分，其结构中含有易水解和氧化的内酯
环和酚羟基，在高温高湿条件下不稳定 [6]，目前
藏药生产企业常用的湿热、干热等灭菌方式均会
导致其活性成分岩白菜素的降解，从而影响药效，
并不适合用于力嘎都药材以及含力嘎都生药粉的
藏成药的灭菌。电子束辐照是一种新兴的冷灭菌
技术，本文以力嘎都药材为研究对象，进行不同
强度的电子束辐照处理，考察电子加速器辐照对
力嘎都药材主要活性成分及灭菌效果的影响，为
力嘎都药材以及含力嘎都药材的藏药制剂产品的
辐照灭菌提供参考，同时也为含挥发性活性成分
以及热不稳定成分的藏药材、藏成药的灭菌工艺
研究提供参考。
1　材料
1.1　仪器
　　20B 高效万能粉碎机（常州市强迪干燥设备
有限公司）；Essentia LC-16 高效液相色谱仪（日
本岛津公司）；XSR205DU/AC 十万分之一天平
（梅特勒托利多科技有限公司）；数显电热套（杭
州振和科学仪器有限公司）；WMS-1037 生物光
学显微镜（上海无陌光学仪器有限公司）；UC-
250DE 超声清洗仪、DHG-9030A 电热鼓风干燥
箱、SHZ-A 双数显水浴恒温振荡器（上海精其仪
器有限公司）。
1.2　试药
　　力嘎都药材由西藏神猴药业有限责任公司提

供，经江苏神猴医药研究有限公司鉴定为虎耳草
科植物岩白菜 Bergenia purpurascens（Hook.f. et 
Thoms.）Engl. 的干燥根及根茎；对照品岩白菜
素（批 号：111532-202005， 纯 度：94.4%）、 熊 果
苷（批 号：111951-201301， 纯 度：99.7%）（中 国
食品药品检定研究院）；甲醇为色谱纯（安徽时联
特种溶剂股份有限公司，批号：6508CU13）；甲
酸、丙三醇、乙酸、乙酸乙酯、丙酮、三氯化
铁、铁氰化钾（分析纯，国药集团化学试剂有限公
司，批号分别为 20211026、20210514、20210906、
20210514、20211230、20210511、20210521）；三氯
甲烷（分析纯，上海泰坦科技股份有限公司，批号：
P2081607）。
2　方法与结果
2.1　药材处理及辐照方法的选择
　　将力嘎都药材粉碎成粗粉，过二号筛，将粉
末分装于 PET 样品瓶中，每个剂量组 4 瓶，共
24 瓶，每瓶 15 g。所有试验用辐照样品均由中广
核戈瑞科技有限公司采用电子加速器辐照处理，
辐照剂量分别为 0、2、4、6、8、10 kGy。
2.2　性状
　　对辐照前后力嘎都药材粉末进行性状检测，
结果见图 1。辐照前后力嘎都粉末外观、色泽、
气味均未发生明显变化，说明电子束辐照对力嘎
都粉末性状均无明显影响。
2.3　显微鉴别

　　参照 2020 年版《中国药典》四部通则 2001
显微鉴别法中粉末制片法进行相关操作，观察辐
照前后力嘎都粉末特征，结果见图 2。力嘎都粉
末辐照前后视野均可见草酸钙簇晶分布，淀粉粒
呈椭圆形或梨形，两端稍尖，层纹和脐点不明
显。导管多为网状，表皮细胞呈红棕色，表面观
呈多角形或类长方形，木栓细胞表面观呈多角
形。说明电子束辐照对力嘎都粉末显微特征无明
显影响。
2.4　薄层鉴别
　　分别取 0、2、4、6、8、10 kGy 辐照剂量组
力嘎都药材粉末各 0.2 g 置于具塞锥形瓶中，加甲

microscopic characteristics, thin-layer chromatography and bergenin content of Ligadu powder before 
and after the irradiation. The number of bacterial colonies and the total number of mold yeasts were 
significantly decreased (P ＜ 0.05). When the irradiation dose reached 10 kGy, the microbial level of 
Ligadu powder met the requirements of the Chinese Pharmacopoeia 2020. Conclusion  Electron beam 
irradiation has no significant effect on the main active components of Ligadu, and good sterilization 
effect is obtained at 10 kGy. Electron beam irradiation helps sterilize Ligadu medicinal materials. 
Key words: Ligadu; electron accelerator; irradiation sterilization; bergenin
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显相同颜色的斑点；再喷以 2% 三氯化铁溶液 -1%
铁氰化钾溶液（1∶1）的混合溶液，供试品色谱
中，在与岩白菜素、熊果苷对照品色谱相应的位
置上，显相同颜色的斑点。结果见图 3。
2.5　含量测定
2.5.1　色谱条件　色谱柱：Platisil-C18 柱（250 
mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：甲醇 - 水（20∶80，
V/V）；流速：1.0 mL·min － 1；柱温：30℃；检
测波长：275 nm；进样量：10 µL。理论塔板数
按岩白菜素峰计算应不低于 4500。
2.5.2　对照品溶液的制备　精密称取岩白菜素对
照品 10.15 mg 于 10 mL 量瓶中，加 80% 甲醇定
容，即得岩白菜素对照品母液。移取 7 mL 对照
品母液于 20 mL 量瓶中，用 80% 甲醇定容，摇
匀，微孔滤膜滤过，取续滤液，即得质量浓度为
0.34 mg·mL－ 1 的岩白菜素对照品溶液。

图 2　力嘎都药材粉末辐照前后显微特征图（×400）
Fig 2　Microscopic characteristics of Ligadu powder before and after irradiation（×400）

醇 20 mL，密塞，超声处理 40 min，放冷，用玻
璃漏斗过滤，取续滤液作为力嘎都供试品溶液。
另取岩白菜素、熊果苷对照品适量，加甲醇制成
每 1 mL 含 0.2 mg 的对照品溶液。参照 2020 年
版《中国药典》四部通则 0502 薄层色谱法，吸取
混合对照品溶液和各供试品溶液 5 µL，分别点于
同一硅胶 GF254 薄层板上，以三氯甲烷 - 乙酸乙
酯 - 甲醇（4∶4∶1.5）为展开剂，展开 2次，取出，
晾干，置紫外光灯（254 nm）下检视。供试品色
谱中，在与岩白菜素对照品色谱相应的位置上，

紫外光（254 nm）                                           可见光

图 3　力嘎都粉末辐照前后薄层色谱图

Fig 3　Thin layer chromatogram of Ligadu powder before and after the 
irradiation

注：1. 混合对照品溶液；2 ～ 7. 供试品溶液（辐照剂量依次为 0、
2、4、6、8、10 kGy）。

Note：1. mixed reference solution；2 ～ 7. sample solution
（irradiation dose is 0，2，4，6，8，10 kGy）.

图 1　力嘎都药材粉末辐照前后性状图

Fig 1　Characteristics of Ligadu powder before and after the irradiation
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2.5.3　力嘎都粉末供试品溶液的制备　取力嘎
都粉末约 0.2 g，精密称定，置 50 mL 量瓶中，
加 80% 甲醇适量，超声处理（功率 100 W，频
率 25 kHz）40 min，放冷，加 80% 甲醇稀释至
刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得力嘎都供
试品溶液。
2.5.4　辐照前后力嘎都样品测定　取辐照前后
（10 kGy）力嘎都粉末按照“2.5.1”项下色谱条件
进样测定，高效液相色谱图见图 4，可直观地看
出辐照前后目标峰图谱无明显改变。采用 SPSS 
26.0 分析软件进行统计学分析，计量资料以均数
±标准差（x±s）表示。辐照前后含量数据比较
采用单因素方差分析中的事后多重比较，方差齐
时采用 LSD-t 和 Bonferroni 检验；方差不齐时采
用 Tamhane’s T2 检验。P ＜ 0.05 为差异有统计
学意义。结果见表 1。由表可知，电子加速器辐
照对力嘎都粉末中岩白菜素含量无显著影响。
2.6　微生物限度测定
　　参照 2020 年版《中国药典》四部通则 1105
微生物计数法、1106 控制菌检查法和 1107 非无
菌药品微生物限度标准，对辐照前后力嘎都粉末
细菌菌落总数、霉菌和酵母菌总数及大肠菌群进
行检查，结果见表 2。可知经 10 kGy 剂量的辐照，
力嘎都粉末微生物水平符合 2020 年版《中国药
典》规定。

表 2　不同辐照剂量对力嘎都微生物限度的影响 (n ＝ 2) 
Tab 2　Effect of different irradiation doses on microbial limit of Ligadu (n ＝ 2)

辐照剂量 /kGy
细菌 霉菌和酵母菌 大肠菌群

活菌数 /（CFU·g － 1） 存活率 /% 活菌数 /（CFU·g － 1） 存活率 /% 活菌数 /（CFU·g － 1） 存活率 /%
  0 1.1×105 100.00 3.2×104 100.00 0 0
  2 8.8×104* 80.16 8.3×103* 26.49 0 0
  4 6.6×104* 60.33 1.4×103* 4.52 0 0
  6 4.5×104* 40.49 1.5×102* 0 0 0
  8 2.3×104* 20.62 0* 0 0 0
10 8.5×102* 0.77 0* 0 0 0

注：与 0 kGy 比较，*P ＜ 0.05。
Note：Compared with the 0 kGy，*P ＜ 0.05.

3　讨论
　　目前中药常用的灭菌方式有过热蒸汽灭菌、
干热灭菌、微波灭菌等“热灭菌”方式，但这些
方法常会导致生药药粉色泽变深、有效成分降解、
挥发性成分逸散等问题，此外这些热灭菌设备和
设施均需企业自行建设，采购、安装、运行维护
的成本较高。电子加速器辐照灭菌是利用电子加
速器产生的高能电子束照射物质达到灭菌目的，
属于“冷灭菌”技术，其穿透性强、灭菌时间短、
安全环保，适用于含生药材粉以及热不稳定性成

分、挥发性成分较多的中药的灭菌。电子加速辐
照与传统的 60Co 辐照相比，具有辐照束流定向、
能量利用充分、效率高且不产生放射性废物、建
设运行成本低等优点 [7-9]。而且电子加速辐照绝大
多数是由第三方公司投资建设、运营，面向医药、
医疗器械等目标企业提供辐照服务，目标企业采
用电子加速辐照的成本主要来源于运输和辐照加
工费，与原先自行采购、运行热灭菌设备相比，
成本显著下降、灭菌产品的质量保障水平得到提
高。随着电子加速器制造技术的不断进步，电子

图 4　辐照前（A）后（B）力嘎都粉末高效液相色谱图

Fig 4　HPLC of Ligadu powder before（A）and after（B）the irradiation
1. 岩白菜素（bergenin）

表 1　不同辐照剂量对力嘎都中岩白菜素含量的影响 (x±s，n ＝ 3) 
Tab 1　Effect of different radiation doses on bergenin content 

 in Ligadu (x±s，n ＝ 3)

辐照剂量 /kGy 岩白菜素 /%

  0 5.41±0.12

  2 5.39±0.11

  4 5.37±0.14

  6 5.43±0.05

  8 5.39±0.03

10 5.30±0.04
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加速辐照在中药、食品灭菌领域广泛使用，促进
了相关产业的高质量发展，但对传统含有藏药材
生药粉的藏成药的辐照灭菌研究较少。
　　中药辐照灭菌有两种处置方式，一种是将中
药材直接进行辐照后再在洁净环境下粉碎成药粉，
一种是对粉碎后的药粉进行灭菌处理 [10]。由于藏
药材多以原生药粉入药，为了避免植物表皮以及
内部结构对辐照电子束穿透性的影响，避免在后
续的粉碎、加工过程中过多地引入微生物，本试
验以力嘎都粉末形式直接进行辐照灭菌处理。
　　力嘎都具有多个基原，可分别来源于景天科
植物狭叶红景天或虎耳草科植物岩白菜的干燥根
及根茎。根据西藏地区用药习惯，本试验使用的
力嘎都来源于虎耳草科植物岩白菜的干燥根茎。
岩白菜的主要有效成分有岩白菜素、熊果苷、儿
茶素、没食子酸等，其中岩白菜素多富集于岩白
菜的根茎，具有抗炎、镇咳、抗肿瘤等疗效 [11-13]，
2020 年版《中国药典》收载的岩白菜药材的质量
标准中就将岩白菜素作为有效成分。熊果苷为岩
白菜的主要次生代谢产物，具有抗菌消炎的功
效 [14-15]。因此本试验选取岩白菜素和熊果苷作为
指标成分，对辐照前后力嘎都粉末进行岩白菜素
和熊果苷薄层定性鉴别以及岩白菜素含量测定分
析。结果辐照前后力嘎都药材粉末性状、显微特
征、岩白菜素和熊果苷薄层色谱图、岩白菜素含
量均未见明显变化，当辐照剂量达到 10 kGy 时，
力嘎都粉末细菌总数、霉菌和酵母菌总数及大肠
菌群符合药典规定。
　　本试验为电子束辐照用于藏药材力嘎都的适
用性研究，可为藏药材力嘎都以及含力嘎都药材
的藏成药的辐照灭菌提供参考，同时也为含有藏
药材生药粉的藏成药的灭菌提供的新的思路。
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“变价”纳米递送系统在肿瘤治疗中的研究进展
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摘要：肿瘤严重危害人类身体健康，传统化疗等手段对正常细胞的生物相容性和高毒副作用等

问题不容忽视，亟需寻找更为高效的治疗策略。金属及类金属基纳米材料因其具有良好的催化

能力、理化特性已在肿瘤诊断和治疗中展现出良好的应用潜力。通过“变价”特性设计的纳米

递送系统在实现药物靶向递送，提高抗肿瘤效果，降低毒副作用等方面展现出巨大优势。本文

综述了各类“变价”纳米递送系统在肿瘤治疗中的进展和应用，以期为金属及类金属基纳米材

料用于肿瘤治疗的进一步开发研究提供参考。

关键词：纳米递送系统；毒副作用；多价态元素；肿瘤治疗
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Research progress in valence-variable nano-delivery system in  
tumor treatment
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Zhejiang University of Chinese Medical, Hangzhou  310053; 2. The First Affiliated Hospital of Zhejiang 
Chinese Medical University, Hangzhou  310006)

Abstract: Tumors are endangering human health. Biocompatibility problems and high toxic side 
effects on normal cells in traditional chemotherapy treatment cannot be ignored. It is urgent to find 
more efficient treatment strategies. Metal and metalloid nano-materials have shown potential in tumor 
diagnosis and treatment due to their good catalytic and physicochemical properties. Nano-delivery 
systems designed with valence-variable properties have shown obvious advantages of targeted drug 
delivery, improved anti-tumor effects, and reduced toxic effects. This paper reviewed the progress in 
various types of valence-variable nano-delivery systems in tumor therapy, to provide a reference for 
development of metal and metalloid-based nano-materials for tumor therapy. 
Key words: nano-delivery system; toxic side effect; multivalent element; tumor treatment
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　　肿瘤是目前危害人类生命健康最严重的恶性
疾病之一，其发病率和死亡率逐年升高 [1]。肿瘤纳
米疗法，在改善抗肿瘤药物理化性质，提高抗肿
瘤疗效等方面展现出极大的潜力和应用价值 [2-3]。
通过对纳米药物载体功能化可改善联合用药疗效，
提高药物选择性、安全性以及降低不良反应等 [4-5]。

　　纳米粒具有良好的催化能力、导电性以及光
学特性已在生物检测、细胞成像、肿瘤治疗等生
物医学领域应用广泛 [6-7]。金、银、铁和 / 或氧化
铁、锌、钛、氧化铈、镍、铜、镁、钡、钙和铋
基等纳米粒已被报道可用于肿瘤治疗 [8-10]，此外，
非金属砷因具有与金属相似的价态毒性关联性，

综述
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也可用于肿瘤治疗。一方面，利用金属及类金属
基纳米材料构建的递送系统可与 DNA、溶酶体、
酶以及核糖体等相互作用，产生细胞膜通透性改
变、蛋白质失活、基因突变或氧化应激等作用而
导致肿瘤细胞死亡；另一方面，纳米粒可起到控
制药物释放、靶向递送以及缓控释等作用 [11]，但
仍存在对正常组织的不利影响，如毒副作用和炎
症反应。研究证明，静脉注射后仅有 0.001% 的
金属及类金属基纳米粒可在肿瘤细胞中被检测
到，而高达 90% 的纳米粒则会被内皮网状系统
捕获 [12]，引发基质金属蛋白酶的激活导致炎症的
发生 [13]。以化疗药物化合价变化为基础构建的
纳米递送系统近年来逐渐进入人们的视线。这类
纳米递送系统在体外时具有较低的毒副作用或良
好的生物安全性，进入体内后能够根据肿瘤微环
境（tumor microenvironment，TME）中的特点转
化并释放具有高毒性和高抗肿瘤活性的药物。与
传统纳米递送相比，该纳米递送系统具有多种优
势：① 基于不同价态下生物活性差异，可进行特
异性肿瘤治疗并合理调控毒性，减少不良反应；
② 在治疗后利用 TME 中过量小分子实现化合价
变价再生以循环治疗；③ 合理利用 TME 的特异
性为肿瘤治疗提供有效靶点；④ 通过化合价自由
转化改善 TME。
　　本综述研究并总结了用于肿瘤治疗的“变
价”纳米递送系统（见表 1），分别从变价在肿瘤
治疗中的优势、机制及影响等重点介绍基于化合
价变化所设计的纳米递药系统及其应用，并讨论
其中存在的机遇和挑战。

表 1　应用于肿瘤治疗的“变价”纳米递送系统概况 
Tab 1　“Valence-variable” nano-delivery systems for tumor treatment

构建原理 元素 原位过渡价态

价态与毒性关联性 砷（As） As0-As3 ＋

As5 ＋ -As3 ＋

钼（Mo） Mo5 ＋ /6 ＋ -Mo6 ＋ /5 ＋

Mo4 ＋ /6 ＋ -Mo6 ＋ /4 ＋

药物控释 铁（Fe） Fe3 ＋ -Fe2 ＋

锰（Mn） Mn3 ＋ -Mn2 ＋

氧化还原内稳态 钴（Co） Co3 ＋ -Co2 ＋

铜（Cu） Cu ＋ /2 ＋ -Cu ＋

钒（V） V4 ＋ /5 ＋ -V5 ＋ /4 ＋

铈（Ce） Ce4 ＋ -Ce3 ＋

1　基于价态与毒性关联性构建“变价”纳米递送

系统

　　针对元素在不同价态下表现出不同毒性和药
理作用的特点，有研究者将低毒性化合价态的金

属基药物作为前药应用于肿瘤治疗，实现药物减
毒增效的目的。同时，也可利用某些纳米材料优
良的生物降解性以减少对机体的毒副作用。本部
分介绍了元素砷和钼基于不同价态下毒性差异构
建与之对应的纳米递送系统。
1.1　砷

　　三氧化二砷（arsenic trioxide，ATO）是中药
砒霜的活性成分，其对多种实体瘤如肝细胞癌有
良好的治疗效果 [14]，主要利用 TME 中过度表达
的小分子物质提高肿瘤靶向治疗效率。然而，高
剂量的 ATO 会引起正常组织的严重不良反应，阻
碍了 ATO 的临床应用。
　　单质砷应用于肿瘤治疗时具有选择性，对正
常细胞、组织毒性较 ATO 小 [15]，这与肿瘤细胞
内存在的高氧化应激密切相关，使砷从较低毒性
的 As0 转化为较强毒性的氧化态 As3 ＋，产生良
好的治疗效果，而对正常组织无明显影响。在此
研究的基础上，Liu 等 [16] 开发了一种新型砷类抗
肿瘤药物聚乙二醇化砷纳米点（ASNDs@PEG）。
ASNDs@PEG 药物进入肿瘤细胞，引发单质砷
氧化，As3 ＋使细胞内超氧化物歧化酶下降、活
性氧（reactive oxygen species，ROS）增加，破
环平衡、引起损伤、阻滞周期，导致肿瘤细胞
死亡并有效抑制其增殖能力。与正常细胞相比，
ASNDs@PEG 处理后的肿瘤细胞的克隆明显受到
抑制。阿霉素（doxorubicin，DOX）治疗肿瘤时，
虽具有一定疗效但毒副作用较大，比较两种药物
治疗效果，ASNDs@PEG 未出现与注射相同剂量
DOX 的小鼠体重与主要器官重量明显减轻的现
象，且肿瘤抑制率更高，这表明该纳米药物的安
全性与疗效比 DOX 更优。此外，ASNDs@PEG
还可作为引发光热疗法（photothermal therapy，
PTT）的体内光热剂，可与其他临床化疗药物联
合使用加强疗效 [16] 。
　　为提高单质砷基纳米药物的稳定性，Hu 等 [17]

通过将砷原子固定在砷磷（arsenic phosphorus，
AsP）纳米片基质中，并采用牛血清白蛋白（bovine 
serum albumin，BSA）改性提高稳定性，设计了
AsP-BSA 纳米片。基于 AsP 纳米片的近红外二区光
吸收及强光热转换效率，不仅可以实现局部肿瘤热
疗，还可发挥协同作用使低毒 / 无毒 AsP 转化为剧
毒 ATO，以此触发细胞凋亡等内在机制治疗肿瘤。
AsP-BSA 纳米片对肿瘤有一定程度的抑制，且协同
近红外光（near-infrared，NIR）辐射治疗表现出最
佳的治疗效果：小鼠体内肿瘤完全消除，并在治疗
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后 2 个月内保持健康，未复发。
　　鉴于砷在不同价态下具有不同毒性，五价
砷可作为前药，在 TME 中被谷胱甘肽（glutathi-
one，GSH）还原为毒性较强的 As3＋ [18]，从而减轻
ATO 对主要器官的毒性。Li 等 [19] 构建了叶酸（fo-
late，FA）和基质金属蛋白酶2（matrix metallopro-
teinase 2，MMP2）响应性细胞穿透肽共修饰脂质
体包覆的砷酸钙纳米颗粒（FA/PF-LP-CaAs）。砷
酸盐暴露于 GSH 将 As5 ＋还原为 As3 ＋，这一过
程可显著增加细胞内 ROS，促进细胞膜破裂导致
细胞死亡。对注射后荷瘤裸鼠的主要器官进行体
外荧光成像，结果表明细胞外基质中过度表达的
MMP2 和细胞膜上以 FA 受体为特征的 TME 可以
特异性靶向肿瘤并增强药物积累。经 FA/PF-LP-
CaAs 处理的荷瘤裸鼠肿瘤体积明显小于其他组，
且表现出更高的存活率。
1.2　钼

　　稀有金属钼已被发现可应用于贫血、威尔逊
氏病和肿瘤等疾病的治疗。目前应用于肿瘤光热
治疗的小分子或纳米基药物存在药物过度积累
和脱靶加热等缺点，对正常组织产生毒副作用。
Zhang 等 [20] 合成了一种基于钼的多氧金属酸盐，
是一种理想的具酸性和还原性双敏感性的 NIR 光
热剂，通过 Mo5 ＋和 Mo6 ＋之间的电荷转移使其具
有 NIR 光热转换行为。同时，这一物质可在血液
循环中实现小分子快速消除而排出体外 [21]，减少
毒副作用。基于肿瘤细胞中异常 GSH 浓度可能会
破坏氧化还原稳态，Gong 等 [22] 制备双金属氧化
物 MnMoOx 纳米探针，通过体内肿瘤光声成像实
现 GSH 的检测。GSH 激活后，氧化物 MnMoOx

中的 Mo6 ＋被还原为 Mo5 ＋，纳米探针表现出较强
的 NIR 吸收。同时，该纳米探针显示出良好生物
降解性，可减少对机体的潜在毒性，对肿瘤特异
性成像与 PTT 有一定发展意义。
　　Xu 等 [23] 通过白蛋白介导、生物矿化合成非
晶态硫化钼纳米催化剂，是一种具有良好安全
性、无需提供外界能量支持的 H2O2 特异性纳米
催化剂。当混合价态 Mo4 ＋及 Mo6 ＋存在的硫化
钼处于高浓度 H2O2 肿瘤环境时，Mo4 ＋变价为
Mo6 ＋，催化 H2O2 生成 O2•

－；Mo6 ＋生成 O2，表
现出较高的催化活性并介导 ROS 的生成。小鼠体
内肿瘤治疗实验表明，该钼基纳米催化剂具有良
好的生物安全性且可明显抑制肿瘤。
2　基于药物控释构建“变价”纳米递送系统

　　随着对药效药理学临床分析的深入研究，缓

控释药物逐渐进入人们的视野，缓控释药物可改
善术后疼痛、降低药物毒副作用、延长药物作用
时间、提高药物的生物利用度等。本部分将重点
介绍铁、锰金属基纳米药物利用特异性介导基质
释放药物、实现价态转变等从而实现肿瘤治疗。
2.1　铁

　　铁元素在生物医学应用中具有多种优势，可
用于肿瘤治疗。TME 中乳酸过多常导致肿瘤化疗
的耐药性 [24]。因此，消耗 TME 中过量乳酸可作
为化疗有效治疗的策略之一。Wang 等 [25] 利用兼
性厌氧菌呼吸消耗乳酸 [26] 和介导电子转移 [27] 的
能力，构建了一种自驱动生物反应器 SO@MDH
（Shewanella oneidensis MR-1，SO）。SO 靶 向 肿
瘤部位进行乳酸厌氧代谢的同时将电子转移给纳
米颗粒的关键组分 Fe3 ＋。TME 中的乳酸会被 SO
持续消耗，Fe3 ＋还原为 Fe2 ＋。随后，金属有机骨
架降解导致药物迅速释放，还原产生的 Fe2 ＋又可
被 TME 中过度表达的 H2O2 重新氧化为 Fe3 ＋，进
行治疗。为评价 SO 介导药物的释放能力，研究
了其纳米颗粒对药物 DOX 的释放行为，发现 SO
代谢可快速触发纳米颗粒降解，即 DOX 的释放。
随后，进行 4T1 小鼠模型的体内治疗实验，发现
SO 具有良好的肿瘤组织靶向能力且可显著抑制
原位 4T1 肿瘤的生长，具有良好的生物安全性及
耐药性。
2.2　锰

　　锰作为具有多种生物活性的无机微量元素，
在肿瘤的先天免疫感应中起关键作用 [28]。例如，
Mn2 ＋是一个优良的肿瘤免疫激活剂，缺少 Mn2 ＋将
导致肿瘤发病率显著增加。一些以锰离子为基础的
纳米材料在生物医学领域取得了巨大的进展。Wan
等 [29] 设计了一种可同时实现胞内 GSH 消除及 ROS
可控产生的智能递送系统，改善肿瘤部位光动力
学疗法（photodynamic therapy，PDT）的治疗效果。
Mn3 ＋与卟啉（porphyrin，TCPP）配位合成金属有
机骨架（MOFs）纳米体系，其中 Mn3 ＋作为封印剂
不仅可以抑制 ROS 产生，还会淬灭基于 TCPP 的荧
光。MOFs 被肿瘤细胞内吞后，在 TME 中被高浓
度 GSH 分解成游离的 TCPP 和 Mn2 ＋，从而实现抗
氧化剂 GSH 消耗，并激活基于 TCPP 的荧光成像
及基于 Mn2 ＋的磁共振成像。通过 GSH 控释 TCPP，
可在光照下实现可控的 ROS 生成，从而实现对肿
瘤部位的治疗。通过建立荷瘤小鼠模型进一步考察
MOFs 的抗肿瘤作用，显示可有效抑制肿瘤生长且
具有良好的生物安全性。
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　　TME 响应的可降解二氧化硅纳米颗粒因其
能有效降低体内积累毒性而被作为药物给药和
控释材料使用 [30]。Tang 等 [31] 设计了索拉非尼
（sorafenib，SFB）负载的锰掺杂二氧化硅纳米颗
粒（MnMSN@SFB）。MnMSN@SFB 对酸和还原
性环境较为敏感，在 TME 中 -Mn-O- 易断键，被
降解生成具 ROS 催化能力的 Mn2 ＋，释放 SFB，
实现肿瘤部位 GSH 双重消耗，表现出有效的抗
肿瘤活性。
3　基于氧化还原内稳态调控构建“变价”纳米递

送系统

　　化学动力学治疗（chemodynamic therapy，
CDT）是一种新兴的肿瘤治疗手段，常通过化学
制剂催化并基于 TME 辅助瘤内发生 Fenton 或类
Fenton 反应将 H2O2 分解产生 ROS 以破坏蛋白质、
脂质、DNA 等生物大分子致细胞凋亡或坏死，本
部分将重点介绍钴、铜、钒及铈金属基纳米递送
系统通过介导 Fenton 反应实现肿瘤治疗。
3.1　钴

　　钴与铁性质相似，含钴化合物已被用于 H2O2

的催化分解反应。有研究发现钴基纳米药物 Co3O4 

NPs 具 pH 依赖多酶活性，在酸性条件下，其表现
出类过氧化物酶活性；在碱性和中性条件下，可
催化 H2O2 快速分解 [32]。Yang 等 [33] 提出了一种
PTT、CDT 协同治疗肿瘤的策略，制备前体药物
CoPy，该纳米颗粒作为一种酸依赖氧化剂，在正
常生理环境下对正常组织毒副作用较小。当暴露
于酸性 TME（pH 5.0）时，释放的 Co3 ＋可转化为
Co2 ＋，以产生·OH 介导 Fenton 反应。小鼠尾静
脉注射药物进行血液学实验和正常组织 HE 染色，
发现 CoPy 具较高的生物安全性。用药小鼠与其他
对照组相比未观察到明显的体重下降，且在治疗
周期内 4T1 肿瘤生长受到显著抑制，协同激光治
疗抑制效果更佳。
3.2　铜

　　近年来铜元素作为一种新兴金属在抗肿瘤纳
米药物研究中广泛应用 [34]。与 Fe2 ＋相比，铜基
纳米药物因其广泛的催化活性而引起重视 [35-36]。
Wang 等 [37] 在水溶液中以摩尔比为 4∶1 的 5'- 鸟
苷单磷酸和 Cu2 ＋自组装构建了混合价铜基（Cu＋ /
Cu2 ＋）纳米配位聚合物（Cu-NCP）以协同增强电
离辐射进行肿瘤免疫治疗，并取得了显著成效。
该聚合物在诱导 Cu ＋产生·OH 的同时，Cu2 ＋也
可触发 GSH 的消除。在体内评估 Cu-NCP 对肿
瘤细胞的治疗效果，发现单独给药或放射治疗

（radiotherapy，RT）仅起到轻微的抑制作用，但
联合 Cu-NCP 治疗时，发生明显的肿瘤生长抑制
协同效应。3 种染色评估数据表明 Cu-NCP 协同增
敏 RT 以诱导 DNA 损伤并抑制体内肿瘤的生长。
　　目前，主要以利用 TME 中过表达的 H＋、GSH
等一些小分子来调节铜基纳米材料价态。Wang 等 [38]

合成了一种新的声敏剂（Cu2 ＋NS）用于声动力学治
疗，即通过 TME 中过量的 GSH 增强 Cu2 ＋ NS 向一
价转换提高治疗选择性。进行荷瘤小鼠体内实验发
现该试剂与其他组相比具有明显抑制肿瘤体积生长
的作用，且不影响小鼠体重。此外，Cu2 ＋ /Cu＋的可
循环利用可解决肿瘤部位 ROS 不足的问题 [39]。
3.3　钒

　　钒元素对地球上多种物种至关重要，其中多
种价态中，V4 ＋ /5 ＋价态在生物学上影响较大。钒
氧化物及其混合价氧化物（VOx），近年来已被报
道具有优越的酶活性及较强的环境敏感性 [40]。鉴
于此，Chen 等 [41] 采用鞣酸（tannic acid，TA）与偏
钒酸胺组装制备含 VOx 纳米片的 TA 混合物（TA@
VOx NSs），具有良好的光热效应，以此实现 PTT
及 CDT 联合疗法治疗肿瘤。据 X 射线光电子能谱
技术实验分析，VOx 纳米片主要以 V4 ＋及 V5 ＋混合
价态存在，且具依赖 pH 的过氧化物酶样活性，通
过混合价态之间的相互转化，可有效催化 H2O2 分
解产生·OH。建立荷瘤小鼠模型进一步考察体内
治疗效果，证明该纳米药物在 PTT 及 CDT 的协同
治疗下，有良好的抗肿瘤效果及生物安全性。
3.4　铈

　　铈具有广泛的生理活性，研究发现其金属氧
化物 CeO2 纳米颗粒表现出强大的抗肿瘤活性 [42]。
目前基于 Ce3 ＋ /Ce4 ＋之间的自由转化，可构建
CeO2 纳米递送系统实现肿瘤治疗。研究发现低剂
量 CeO2 纳米颗粒在不同价态比下所产生的毒性
差异极小 [43]，但不同价态会造成 CeO2 储氧放氧
能力不同，因此可利用该特点实现针对治疗。
　　随着紫外研究的发展，CeO2 也被证明具有
屏蔽紫外线的作用 [44]，与常用紫外屏蔽剂不同的
是，其利用该金属离子变价可作为抗氧化剂，减
少紫外诱导损伤 [45]。CeO2 也可通过变价作为一
种促氧剂解决 TME 缺氧问题 [46-47]。Zeng 等 [48] 在
透明质酸水溶液中加入 CeCl3·7H2O，搅拌后缓
慢添加浓氨纯化得 CeO2 纳米酶并同光敏分子合
成制备 ICG@PEI-PBA-HA/CeO2。CeO2 纳米酶与
过氧化氢酶类似，在 H2O2 环境中通过 Ce4 ＋转变
为 Ce3 ＋催化降低底物中 H2O2 的浓度，当处黑暗
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环境一段时间后又可再生为初始物；使用流式细
胞仪量化肿瘤细胞中 ROS 的产生情况，并比较
小鼠肿瘤治疗效果，结果表明 CeO2 纳米酶增加
肿瘤细胞中 ROS 的生成，并协同 PDT 增强疗效，
使用该药物治疗后小鼠肿瘤体积最小。
4　结论与展望

　　本文综述了基于纳米药物原位变价治疗肿瘤
的最新研究进展。这些纳米颗粒药物因价态不同
而具有不同生理药理活性。依赖于肿瘤组织不同
于其他正常组织的微环境，以毒副关联性、药物
控释性能及 Fenton 反应原理等不同方式实现纳
米药物“变价”系统，从而达到治疗目的。尽管
其在药物递送和协同治疗肿瘤方面表现出了强大
的应用前景，但仍存在一些问题。首先，简单构
建以元素安全价态存在的稳定纳米平台具有挑战
性，自然界普遍存在的价态一般不是作为前药纳
米递送系统的最优来源。其次，基于 TME 的复杂
情况，价态转变的效率难以调控，构建的纳米递
送系统一般也无法避免该金属的过度氧化还原行
为且难以系统研究，这导致很难将其应用于临床。
最后，巧妙利用如 Fenton 反应产生的 ROS 是肿瘤
治疗的关键之一，但金属变价后所形成的价态金
属离子有时会减弱甚至终止 Fenton 反应，使催化
效率大大减慢。因此对微环境响应“变价”纳米递
送系统治疗肿瘤这一方案还需要坚持不懈的努力。
　　总体而言，构建不同价态的原位转化体系有
望实现高效低毒地治疗肿瘤。调控价态的策略不
仅提高了肿瘤的治疗指数，而且激发了纳米材料
设计的更多想法，在纳米抗肿瘤药物领域拥有广
阔的治疗前景。
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摘要：海藻多糖是海藻的主要组成成分，近年来受到国内外学者的高度重视，研究发现，海藻

多糖结构复杂，具有多种生理活性，尤其具备显著的抗病毒活性。本文主要对国内外海藻多

糖的抗病毒活性和相关作用机制研究进展进行总结，并对海藻多糖混合物的分离纯化方式进

行总结和整理，以期为海藻多糖抗病毒活性的研究提供发展方向，并对关键性问题提供建议，

促进海藻多糖在抗病毒新药研发方面发挥更重要的作用。
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Research progress in antiviral activities of seaweed polysaccharides and 
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Abstract: Seaweed polysaccharide is the main component of seaweed. In recent years, it has been 
deeply valued by scholars at home and abroad. Seaweed polysaccharide has complex structure and 
various physiological activities, especially significant antiviral activity. This paper mainly summarized 
the research progress in the antiviral activity of seaweed polysaccharides and related mechanism at 
home and abroad, and summarized the separation and purification methods of seaweed polysaccharide 
mixtures. We aim to provide reference for the study of the antiviral activity of seaweed polysaccharide 
and determine its important role in the development of new antiviral drugs. 
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　　多糖是一种天然的高分子聚合物，通常由多
个单糖通过糖苷键链接存在，广泛存在于动植物
和微生物中，是生命活动不可或缺的大分子物
质 [1]，海藻多糖是从海洋藻类中提取的多糖混合
物的统称，根据来源不同主要分为绿藻多糖、褐
藻多糖和红藻多糖 [2]，目前广泛运用于医学、食
品行业及工农业中，具有抗肿瘤、抗炎、调节免

疫和抗病毒等活性 [3-5]。
　　病毒感染一直是影响人和动物健康的重要因
素，一方面是因为病毒在不断地适应、突变、进化，
另一方面是抗病毒药物紧缺。一种行之有效的抗病
毒药物，必须在杀伤病毒的同时对宿主细胞产生尽
量小的副作用，海藻多糖具有高活性、低成本、低
毒副作用及低耐受性的独特优势 [6]。本文对海藻多
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糖及其衍生物的抗病毒活性和作用机制进行综述，
以期为抗病毒新药研发提供新的方向。
1　海藻多糖的抗病毒活性

　　海藻多糖抗病毒活性的研究始于 20 世纪
六七十年代，Deig 等 [7] 发现海藻多糖对单纯疱疹
病毒（HSV）具有抑制作用，使海藻多糖成为抗
病毒药物的有效来源之一。经过了数十年的相关
研究，已从藻类中分离出多种海藻多糖并对相关
结构进行了解析，多项研究表明，海藻多糖对有
囊膜的病毒具有较强抗病毒活性，包括正黏病毒
科、副黏病毒科、冠状病毒科、反转录病毒科、
疱疹病毒科等。
1.1　正黏病毒科

　　正黏病毒科是与黏液蛋白具有特殊亲和性病
毒中的一科，又叫流感病毒群。该科病毒能引起
人和畜禽的流行性疾病，严重时会造成死亡 [8]。
　　Hayashi 等 [9] 从裙带菜中提取的岩藻聚糖在
体外和体内实验中均具有显著抗 A 型流感病毒
（IAV）的效果。Hashem 等 [10] 发现采用 IAV 感染
MDCK 细胞后，再使用岩藻聚糖处理细胞，能显
著增加细胞活力，抑制病毒复制。Martina 等 [11]

发现卡拉胶和神经氨酸抑制剂扎那米韦的联合鼻
腔喷雾可用于流感的预防和治疗，感染前后 36 h
对小鼠进行滴鼻联合治疗，小鼠存活率均大于
50%。Jang 等 [12] 研究了λ- 卡拉胶对流感病毒感染
MDCK 细胞的抗病毒活性，体内相关实验均证明
λ- 卡拉胶有显著抗 IAV 活性，鼻腔给予感染小鼠 5 
mg·mL－ 1 的λ- 卡拉胶就能减轻病毒引起的体重
下降，小鼠存活率约为 60%。来自红藻的 ι- 卡拉
胶已经于欧美上市，用于流感等病毒的治疗，研
究表明经过 ι- 卡拉胶治疗的患者在 21 d 的观察期
内，疾病持续时间缩减了近 2 d（P ＜ 0.05），复发
次数显著减少（P ＜ 0.05）[13]。同时有文献分析了
临床上鼻用卡拉胶对儿童和成人的影响 [14]，结果
表明，与安慰剂组比较，鼻用卡拉胶对所有感冒
的恢复率提高了 54%（P ＝ 0.003），其中 IAV 的
恢复率平均增加了 119%，卡拉胶对短期感冒没
有显著效果，长期感冒的风险降低了 71%（P ＝

0.003）。
1.2　冠状病毒科

　　冠状病毒是具有囊膜的一种 RNA 病毒，在
自然界广泛存在。近年来，严重急性呼吸综合
征冠状病毒（SARS-CoV）、中东呼吸综合征冠
状病毒（MERS-CoV）和新型冠状病毒（SARS-
CoV-2）在世界范围内广泛传播，造成大量人员死

亡和财产损失，这些冠状病毒具有高致病性，可
感染人的呼吸道，造成严重的呼吸道疾病和肺部
损伤 [15]。
　　Kwon 等 [16] 从海带中提取高度支化的硫酸化
海藻多糖 RPI-27 具有体外抗 SARS-CoV-2 的作用，
由于 RPI-27 的分子量高，可以多点位结合 SARS-
CoV-2 的表面 S 蛋白，表明 RPI-27 可以作为诱饵
干扰宿主组织中 S 蛋白和硫酸乙酰肝素辅助受体
的结合，进而抑制了病毒复制。Martina 等 [17] 发现
SARS-CoV-2 感染后的 Vero-B4 细胞，使用 ɩ-、κ-
和λ- 卡拉胶分别进行抗病毒活性实验，结果显示，
当使用 10 μg·mL－ 1 的 ɩ- 卡拉胶时，病毒载量降
低了 80%。同时他们还检测了来自裙带菜的高分
子量褐藻凝胶，其在 100 μg·mL－ 1 时，有效地减
少了 50% 的病毒感染。Song 等 [18] 发现褐藻多糖
表现出显著的抗 SARS-CoV-2 感染 Vero-E6 细胞效
果，有效药物质量浓度在 3.90 ～ 500 μg·mL－ 1。
1.3　疱疹病毒科

　　疱疹病毒是具有囊膜的双链 DNA 病毒，感
染宿主广泛，主要侵害黏膜、皮肤以及神经组织，
引起的疾病类型多样，严重危害人类和畜禽健康。
　　Hayashi 等 [19] 发现从褐藻中提取的褐藻糖胶
表现出了广泛抗疱疹病毒活性，临床前实验已经
证明褐藻糖胶对 HSV-1 和 HSV-2 具有抗病毒活
性，Lee 等 [20] 的相关实验也证实了这一点。An-
gélica 等 [21] 对绿藻的相关提取物进行抗 HSV-1 和
HSV-2 的活性研究，结果表明，来自绿藻的裂片
石莼（Ulva fasciata）、刺松藻（Codium decortica-
tum）和头状画笔藻（Penicillus capitatus）有较高
的抗 HSV-1活性，来自褐藻的马尾藻（Sargassum 
cymosum）和棕叶藻属带状体（Stypopodium zo-
nale）有抗 HSV-1 和 HSV-2 活性，这种抗病毒活
性可能是相关提取物具有高浓度的多糖成分所导
致的。Hugo 等 [22] 分别评估了从法国和墨西哥收
集提取的硫酸化海藻多糖的体外抗疱疹病毒的活
性，其中红藻属提取的海膜（Halymenia floresii）
的药物毒性小，而且具有显著的抗疱疹病毒活
性。Vissani 等 [23] 发 现 从 杉 藻 属 成 分 Gigartina 
skottsbergii 中提取得到的 λ- 卡拉胶在体外对各种
疱疹病毒 [ 如 HSV-1、HSV-2、马疱疹病毒 3 型
（EHV-3）、牛疱疹病毒 1 型（BoHV-1）、猪疱疹
病毒 1 型（SuHV-1）、猫疱疹病毒 1 型（FeHV-1）]
在体外均有一定的抗病毒效果，并推断很可能是
卡拉胶与病毒囊膜糖蛋白结合，阻断了病毒与细
胞的结合，进而起到抗病毒效果。
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2　海藻多糖的抗病毒机制

　　海藻多糖的抗病毒机制随着多糖结构和病毒
类型不同而有所差异 [44-45]。总的来说分为三大类，
一是通过干扰病毒的生命周期来抑制病毒复制
（病毒的复制周期分为病毒吸附、病毒侵入、衣
壳脱壳、生物合成、病毒组装和病毒释放 6 个基
本阶段）；二是通过增强宿主的抗病毒免疫反应
来提高宿主对病毒的清除；三是对病毒粒子的直
接杀灭作用。
2.1　抑制病毒的吸附

　　病毒与宿主细胞的黏附是病毒感染的早期事
件，是大多数病毒感染的先决条件。病毒的吸附
首先需要通过静电作用结合到细胞表面，然后将
这种不稳定的静电结合转变为与细胞表面受体的
不可逆吸附，为下一步的病毒侵入做准备。
　　有相关研究表明，硫酸化海藻多糖所带的负
电荷更容易引发静电相互作用，而这种静电相互
作用是抗病毒活性的关键。多数硫酸化海藻多糖
由于硫酸化基团的存在可以抑制病毒与靶细胞
的结合过程，阻断病毒吸附进而起到抗病毒作
用。Carlucci 等 [46] 发现从红藻中提取的 λ- 卡拉
胶和适度环化的 μ/ι- 卡拉胶能有效抑制 HSV-1 和
HSV-2 的病毒吸附，与卡拉胶分子量和硫酸化程
度有关，同时硫酸盐基团的分布也是抗 HSV 病

毒活性的一个主要因素。Wongprasert 等 [47] 发现
天然硫酸化半乳聚糖可通过与 WSSV 的病毒蛋
白 VP26、VP28 结合进而抑制病毒与宿主细胞的
吸附作用，Sotanon 等 [48] 报道硫酸化半乳聚糖抑
制白斑综合征病毒（WSSV）病毒蛋白 VP37 的
C 端结构域，该结构区域负责与虾血细胞结合，
WSSV 可被半乳聚糖阻断，使其无法与虾血细胞
结合进而起到抗病毒效果。Thuy 等 [49] 发现褐藻
糖浆与 HIV-1 病毒预先孵育，抑制了 HIV-1 的吸
附，进而阻断 HIV 和相关靶细胞的结合。
　　同时，也有部分非硫酸化多糖也在吸附阶段
起到抗病毒效果，Wang 等 [50] 从绿藻中提取到一
株名为 MWS 的水溶性多糖，通过与病毒颗粒结
合，在病毒吸附前或吸附过程中能很大程度地抑
制 EV-71 感染。Ren 等 [24] 采用不同方式将提取到
的粗多糖 CSP 作用于 IPNV 和 IHNV，发现 CSP
在体外实验中，更多地在吸附阶段起到抗病毒效
果。但这部分多糖在病毒吸附阶段的效果与构效
关系的关联性还需进一步探究。
2.2　抑制病毒的侵入和脱壳

　　病毒的侵入过程通常涉及到内吞摄取和囊泡
转运，脱壳一般在病毒内化入宿主细胞后进行，
有些噬菌体也会在内化的同时脱壳。硫酸化的海
藻多糖可以通过阻断病毒颗粒的变构来干扰病毒

表 1　海藻多糖分类及相关病毒 
Tab 1　Classification seaweed polysaccharides and related viral

多糖来源 多糖名称 抗病毒活性 文献

绿藻 石莼聚糖 水疱性口炎病毒（VSV），单纯疱疹病毒（HSV），乙型脑炎病毒（JEV） [25-27]

绿藻 浒苔多糖 禽流感病毒（AIV），犬冠状病毒（CCoV） [28-29]

红藻 琼脂 单纯疱疹病毒 1 型（HSV-1），单纯疱疹病毒 2 型（HSV-2），乙型流感病毒（IFV-B），正腮腺炎病

毒（MuV），登革热病毒（DenV-2），脑心肌炎病毒（EMCV），东部马脑炎病毒（EEEV），委内

瑞拉马脑炎病毒（VEEV），西部马脑炎病毒（WEEV）

[30-31]

红藻 紫菜胶 人乳头瘤病毒 16 型（HPV-16），人类免疫缺陷病毒 1 型（HIV-1），甲型流感病毒（IFV-A），丙型

肝炎病毒（HCV）

[32-33]

红藻 卡拉胶 HSV-1，HSV-2，HIV，HPV，DENV-2，裂谷热病毒（RVFV），人类嗜 T 细胞病毒（HTLV），

IAV，甲型 H1N1 流感病毒（H1N1）
[34-37]

褐藻 褐藻胶 HCV，HIV-1，DENV-2，淋巴囊肿病毒（LCDV），HSV-1 [38-40]

褐藻 褐藻淀粉 普通花叶病毒（TMV） [41]

褐藻 褐藻糖胶 HIV，HSV-1，HSV-2，非洲猪瘟病毒（ASFV），HTLV-1，梅帕猴病毒（MPMV），DENV-2，人巨

细胞病毒（HCMV），IFV-A
[9，42-43]

　　近年来，更多的海藻多糖也已被证实具有抗其
他病毒的相关活性，Ren 等 [24] 发现一种海藻粗多糖
（CSP）对于鱼的传染性造血器官坏死病毒（IHNV）
和传染性胰腺坏死病毒（IPNV）具有一定抗病毒效
果，CSP 的 CC50 值为 4418 μg·mL－ 1，并且 CSP 质
量浓度在 100 ～ 300 μg·mL－ 1 时，对 IHNV 病毒

抑制率具有剂量依赖性，而在 CSP 质量浓度为 300 
μg·mL－ 1 时，且病毒感染复数为 0.1 和 1.0 时，分
别 达 到 峰 值 61.44% 和 39.10%； 而 治 疗 IPNV 时，
CSP 质量浓度为 200 μg·mL－ 1 时，抗病毒活性分别
为44.69% 和32.58%。表明 CSP 具有一定抗病毒效果。
　　海藻多糖对相关病毒的抗病毒活性汇总见表 1。
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的内化和脱壳，也可以通过干扰病毒从内体释放
到细胞质来抑制病毒的增殖。
　　卡拉胶可以与 HPV 的衣壳蛋白结合而抑制
病毒的吸附、侵入和脱壳，卡拉胶类似于硫酸乙
酰肝素，是 HPV 细胞黏附因子，卡拉胶对 HPV
的黏附作用是硫酸乙酰肝素的 3 倍。同时，卡拉
胶可以与 DENV 的囊膜糖蛋白 E 直接结合来抑制
DENV 的脱壳。还可以干扰 HRV 内化过程中病毒
颗粒的变构而影响病毒的极早期复制 [51]。Wang
等 [52] 发现从褐藻中提取到的岩藻聚糖 KW 可通过
与病毒神经氨酸酶结合并抑制其活性，同时通过
抑制细胞表皮生长因子（EGFE），抑制细胞内吞
进而起到抗 IAV 的作用。
2.3　抑制病毒的转录、复制

　　海藻多糖抑制病毒生物合成的机制可能是其
对病毒复制相关的酶或其他胞内靶标的直接干扰。
　　卡拉胶能够抑制 DENV 病毒蛋白的合成，通
过影响宿主细胞的潜在靶标来抑制 DENV 在蚊子
体内的复制，可以抑制 IFV-A mRNA 的转录和蛋
白质翻译 [53]。Lopes 等 [25] 对石莼聚糖进行了抗
HSV 的实验，使用标记为 SU1F1 的硫酸化的石
莼聚糖，发现其具有相关抗病毒活性，高浓度的
SU1F1 在感染后 8 h 表现出抗病毒作用，其抑制
了 DNA 复制和转录，并下调了 HSV 蛋白合成水
平。Cao 等 [54] 发现从褐藻海带中提取的多糖经乙
醇沉淀后得到的提取物可有效抑制 HEK293 细胞
中 RSV 病毒的复制，采用 ELISA 和 Western blot
检测 IFN-α 和 IRF3 的表达水平，结果发现提取物
通过上调 IRF3 信号介导的 IFN-α 的产生进而抑
制 RSV 病毒的复制。Silva 等 [55] 通过体外实验发
现从绿藻中使用水煎液浸渍法制备的一种多糖提
取物，可以完全抑制 VERO 细胞中的 HMPV 病
毒复制。Gomaa 等 [56] 发现红藻鱼栖苔属特异性
卡拉胶和褐藻网胰藻特异性卡拉胶对 HSV-1 和裂
谷热病毒（Rift Valley fever virus，RVFV）均有抑
制作用，且对宿主 Vero 细胞毒性较小，分别通过
HSV-1 中 P53 基因和 RVFV 中 BCL-2 基因的扩增
来实现。该研究还发现，一种 2 kDa 的 κ- 卡拉胶
寡糖能有效抑制甲型 H1N1 流感病毒在 MDCK 细
胞中的复制，呈现剂量依赖性，这种寡糖在进入
细胞后抑制了 H1N1 病毒的 mRNA 和蛋白表达从
而达到抑制病毒复制效果。
2.4　对病毒的直接杀灭作用

　　部分海藻多糖具有直接杀灭病毒的作用，有
文献报道，卡拉胶通过阴离子相互作用与病毒囊

膜蛋白形成稳定的复合体，导致病毒吸附在宿主
细胞表面所必须的囊膜蛋白位点被占据，无法完
成接下来的病毒感染过程，从而起到杀灭病毒的
效果 [57-58]。卡拉胶可以通过与 HSV 紧密结合导
致囊膜糖蛋白 B 和 C 的蛋白结构变化造成病毒粒
子灭活，最终有效减少病毒的增殖。
2.5　增强宿主免疫功能

　　多糖除了具有直接抗病毒效果外，也有间接
抗病毒效果。当病毒入侵宿主后，会触发机体免
疫应答，免疫系统的激活对消灭病毒起到至关重
要的作用。目前多项研究表明海藻多糖参与免疫
系统相互作用并激活多种信号通路进而保护细胞。
　　巨噬细胞、自然杀伤（NK）细胞、树突状细
胞（DC）和 T 细胞都是机体重要的免疫细胞，参
与机体免疫调节，抗病毒感染功能，有研究表明
从褐藻中提取的褐藻糖胶通过刺激活化这些免疫
细胞，增强机体抗病毒反应 [59]。同时褐藻多糖硫
酸酯 [60] 通过 TLR4、分化抗原 14（CD14）和清除
受体（SR）激活巨噬细胞，增强免疫调节功能。
Hirokuni 等 [61] 使用褐藻糖胶处理 C57BL/6 级大
鼠，给药 3 h 后，血清和脾胃细胞中促炎细胞因
子 IL-6、IL-12、TNF-α 上调。Sotanon 等 [48] 用富
含硫酸化半乳糖的饲料喂养 WSSV 感染的对虾，
与对照组相比表现出较低的死亡率和较低的病毒
蛋白 VP28 扩增，此外，硫酸化半乳聚糖处理提
高了斑节对虾的超氧化物歧化酶、超氧阴离子、
总血细胞水平以及多酚氧化酶活性等，提高了机
体免疫水平，起到抗病毒效果。
3　海藻多糖优缺点分析及未来应用展望

　　海藻是一种分布极其广泛的天然资源，是天
然抗病毒药物的重要来源，多糖是其最主要的成
分之一，海藻多糖抗病毒可以单独使用，也可以
与其他药物联用 [62]，作为佐剂提升抗病毒效果。
但在使用海藻多糖抗病毒时，抗病毒的效果取决
于多糖的化学结构，例如分子量大小、硫酸基团
的数目和分布；同时多糖的提取分离方法不一，
纯度不一致也会导致其抗病毒活性受到相应影
响 [63]；不经常以海藻为基础进行治疗会导致抗病
毒效果减弱 [64]；也有部分研究发现卡拉胶具有促
凝血效果，抗病毒的同时可能引起其他部分不良
反应 [65]。
　　总体来说，海藻多糖的来源广泛，简单易
得、毒性较小是其最大的优点。作为一种天然化
合物与其他化学合成药品共同使用已有先例，可
以作为治疗感冒和相关疾病预防的药物使用 [66]，
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同时可以有效优化药物成本，使其成为一种天然
的、可持续、廉价的药品。海藻多糖在具有抗病
毒效果的同时，也有抗氧化、减轻肥胖和调节肠
道菌群 [67-69] 的功能，这也使其可以成为功能性食
品和保健食品的重要来源，在药用和食用两方面
均能够增加人们的生活质量。
4　讨论

　　病毒性疾病一直是危害人类和动物健康的重
要元凶，而且近年来不断有新发或再发的病毒性
疾病。如 SARS-CoV-2 和非洲猪瘟都造成了严重
的经济损失和社会影响。尽管抗病毒药物的种类
也在不断增加，但是受困于药物有效性、毒副作
用、高昂的价格和药物耐受性等因素，抗病毒药
物的紧缺问题并未得到有效缓解。疫苗接种是控
制病毒性传染病的有效手段，但受限于研发周期
长而不能有效应对新发病的快速传播和流行。因
此，新型抗病毒药物的开发尤为重要，海藻多糖
因其抗病毒活性高、来源丰富、成本和毒副作用
低及耐受性低而受到越来越多的关注，有望成为
抗病毒药物研发的新出路。海藻多糖在自然感染
宿主体内的抗病毒效果仍需进一步探索。不仅如
此，海藻多糖抗病毒的分子机制也需要在未来研
究中进行更充分的阐明和揭示。解析其抗病毒活
性的分子机制，对基于海藻多糖及其衍生物的抗
病毒药物研发、提高病毒性疾病的应对能力具有
重要意义。
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芳香烃受体在类风湿关节炎中作用及机制的研究进展

吕政伟，王宁，龚国清*（中国药科大学药学院，南京　211198）

摘要：类风湿关节炎是一种自身免疫性疾病，其发病机制尚未完全明确，受基因、环境、免疫

等多种因素影响。芳香烃受体是一种配体依赖性的转录因子，在免疫细胞功能调节和骨稳定中

发挥重要功能。因此，研究芳香烃受体在类风湿关节炎中发挥作用的机制具有重要意义。本文

就芳香烃受体在类风湿关节炎中的作用机制进行综述，并讨论基于芳香烃受体靶点治疗药物

的发展情况。
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Research progress in the role and mechanism of aryl hydrocarbon receptor 
for rheumatoid arthritis
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Abstract: Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease without clear mechanism, and its 
pathogenesis is influenced by various factors such as genes, environment and immunity. Aryl 
hydrocarbon receptor is a ligand-dependent transcription factor which plays an important role in 
the regulation of immune cells and bone stabilization. It is important to determine the relationship 
between aryl hydrocarbon receptor and rheumatoid arthritis. The role of aryl hydrocarbon receptor in 
rheumatoid arthritis and the progress of related drugs were discussed to provide evidence and ideas 
for future research. 
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　　类风湿关节炎（RA）是一种慢性自身免疫
性疾病，以进行性关节损伤为特征，可导致永久
性残疾 [1]。患者的主要临床症状为滑膜炎症、软
骨侵蚀和骨损伤。RA 的发病机制尚不完全清楚，
可能涉及基因易感性、环境和免疫等因素，免疫
细胞的数量和功能与 RA 的病程密切相关 [2]，并
通过相应的细胞因子影响 RA 的炎症情况与骨损
伤进程。
　　芳香烃受体（AhR）是一种配体激活的转录
因子，参与机体对环境污染物的反应等诸多生理
过程的调节 [3]。既往研究表明，AhR 介导的信号
通路可能对免疫调节的反应至关重要，AhR 信号
通路的异常激活参与了包括多发性硬化症、系统
性红斑狼疮 [4] 等在内的多种自身免疫性疾病的发

展。AhR 的异常激活也参与了 RA 的发病。本文
就 RA 研究中涉及 AhR 的新进展进行综述，讨论
AhR 信号通路参与 RA 发病的可能因素。
1　AhR与 RA
　　AhR 通常与热休克蛋白（HSP）90、p23 等
形成以 HSP90 为核心的蛋白复合物 [5]，存在于细
胞胞质中。当配体与 AhR 结合时，AhR 的构象
被诱导，暴露核定位片段并发生核易位 [6]。在细
胞核中，AhR 与芳烃受体核易位体（ARNT）形
成二聚体以产生活化的转录因子，并与外源反应
元件（XRE）序列结合，启动 AhR 靶基因的表
达 [7]。AhR 的激活依赖于配体，包括了内源性和
外源性的配体，例如犬尿氨酸（Kyn）、四氯二苯
并二噁英（TCDD）、苯并 [a] 芘（BaP）、6- 甲酰
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基吲哚并 [3，2-b] 咔唑（FICZ）等。AhR 受配体
激活启动下游基因转录的过程如图 1 所示。

图 1　AhR 受配体激活启动转录的机制与芳烃受体抑制因子

（AHRR）的负调控

Fig 1　Mechanism of AhR transcription after AhR activation and its 
negative regulation

　　AhR 在体内会受到两种方式的负调控：一种
方式是在配体结合启动核转录后，AhR 可以通过
26S 蛋白酶体降解；另一种方式则是由 AHRR 参
与的活性抑制。AHRR 的序列与 AhR 相似，可以
竞争性地结合 ARNT 或者 XRE 结构域，实现对
AhR 活性的负调控 [8]。
　　近年来的研究表明，RA 的发生发展与 AhR
的异常有关。在 AhR 基因敲除的小鼠中观察到
了骨愈合受损，软骨内骨化延迟等现象 [9]，提示
AhR 参与了骨骼稳定。而 RA 患者 AhR 基因特定
位点甲基化水平显著高于健康者，且临床 RA 患
者的关节滑膜中观察到了 AhR 基因表达的异常升
高，表明 AhR 信号的过度激活也可能通过 T 细
胞、巨噬细胞、破骨细胞、成骨细胞等多种途径
来促进 RA 病程中的炎症和骨破坏发生 [10]。
2　AhR与 T细胞

　　T 细胞是机体特异性的重要组成部分，在
RA 的疾病进程中起重要作用。由于配体特异性
等原因，不同配体激活 AhR 对 T 细胞的影响存
在差异 [11]。总的来说，在 T 细胞中 AhR 的持续
激活将导致类似免疫抑制的效果。
2.1　Th1/Th2 细胞

　　Th1 和 Th2 细胞均属于 CD4＋T 细胞亚群，参
与自身免疫性疾病的发展。其中 Th1 细胞介导细
胞免疫，诱导促炎性细胞因子干扰素 γ（IFN-γ）、
肿瘤坏死因子α（TNF-α）等产生，可导致软骨破
坏和骨侵蚀 [12]。Th2 细胞则主要介导体液免疫，
并抑制炎症 [13]。Th1 和 Th2 细胞之间的平衡在免
疫反应中起关键作用。Th1/Th2 细胞的失衡被认

为是自身免疫性疾病的发病机制之一，在胶原诱
导关节炎（CIA）小鼠模型中观察到了 Th1 和 Th2
细胞的失衡 [14]。AhR 可以影响 Th1/Th2 细胞的
分化与功能。在诱导过敏性哮喘小鼠模型中，内
源性 AhR 配体吲哚醇 -3- 硫酸盐（I3S）可以抑制
Th2 细胞的分化，使平衡向 Th1 倾斜，加重炎症
反应 [15]。Nakahama 等 [16] 发现 AhR 的缺失可以阻
断小鼠 CIA 模型的发展，证明 AhR 的存在有助
于 Th1 细胞的产生。Kato[17] 发现外源性 AhR 配体
M50367 可以抑制 GATA-3 在幼稚 T 细胞中的表
达，进而使 Th1/Th2 平衡向 Th1 优势倾斜，同时
抑制 Th2 型细胞因子的产生。尽管也有 TCDD 介
导 Th1 细胞因子分泌减少的报道，但在 RA 发病
过程中 AhR 激活的效应主要表现为 Th1 细胞在平
衡中的优势，呈现促炎作用。
2.2　Th17 细胞

　　Th17 细胞是 CD4 ＋细胞中相对较晚发现的
亚群。孤儿核受体 γt（ROR-γt）是 Th17 细胞表
面表达的标志性转录因子，在防御真菌与细菌感
染中起关键作用，同时参与自身免疫性疾病的
过程 [18]。Th17 细胞分泌白细胞介素（IL）-17A、
IL-22 等促炎性细胞因子，并通过与滑膜成纤维
细胞的相互作用，诱导基质金属蛋白酶表达，促
进 RA 的病程 [19]。这一致病功能在小鼠的关节炎
模型中也有发现。
　　与幼稚 T 细胞相比，AhR 在 Th17 细胞中的
表达有所增加。AhR 介导了空气污染物对 Th17
细胞的分化诱导，外源性多环芳烃可以通过激活
AhR，诱导 Th17 细胞的分化，并增强分化后的
Th17 细胞产生促炎性细胞因子的能力 [20]。Kimura
等 [21] 发现在幼稚 T 细胞分化过程中，AhR 的缺失
使得 Th17 细胞分化受阻，IL-17 的分泌急剧减少。
上述证据证实了 AhR 对 Th17 细胞分化与功能的
重要作用，AhR 通路的受损可能会减少自身免疫
中的炎症反应，通过在初始 T 细胞上靶向 AhR 抑
制 Th17 细胞的分化以控制 RA。
2.3　调节性 T 细胞（Treg）细胞

　　Treg 是一种免疫抑制性 T 细胞，可以通过
CD25 高表达和叉头状转录因子 P3（FoxP3）的表
达进行区分。Treg 细胞可以分泌 IL-10 家族的抗
炎细胞因子，抑制自身免疫性疾病的发展。Treg
细胞和 Th17 细胞的平衡对正常免疫反应至关重
要。相关研究表明，Treg 细胞在 RA 患者与 CIA
模型动物体内显著减少 [22]。AhR 对 Treg 细胞的
产生和功能维持是必要的。AhR 基因敲除小鼠体
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内幼稚 T 细胞的 FoxP3 表达受到抑制，且 TCDD
或者 FICZ 均可以增强转化生长因子β（TGF-β）
对 FoxP3 表达的诱导 [23]，提示 AhR 可能直接参
与了 FoxP3 表达的调控。Ehrlich 等 [11] 则进一步
证实，不同配体对 Treg 的诱导效果表现为剂量和
时间依赖性，强且持续的 AhR 激活是 Treg 细胞
诱导的关键。此外，TCDD 给药也可以增强 Treg
细胞的增殖。Cui 等 [24] 发现在小鼠实验性结肠炎
模型中，FICZ 可以增强 Treg 细胞分化，通过平
衡 Th17/Treg 细胞来抑制免疫应答，改善自身免
疫性疾病的发展。这些研究表明 AhR 在 Treg 细
胞激活和增殖中的重要作用，并为通过激活 AhR
减轻 T 细胞介导的特异性免疫反应提供了思路。
　　AhR 对 Treg 细胞分化增殖以及 Th17/Treg 细
胞平衡的调控可能是通过多条通路实现的，如肝
脏激酶 b1（Lkb1）-AMP 依赖蛋白激酶（AMPK）
通路 [25]、JAK/STAT 通路 [26]、吲哚 -2，3 双加氧酶
（IDO）-Kyn 通 路 [27] 等。Zhang 等 [25] 发 现，AhR
可以通过促进 Skp63 的转录，加速 Lkb1 的泛素
化，激活 AMPK 信号通路并对脂肪酸氧化途径进
行活化。由于 Treg 细胞的能量供给与其他 T 效应
细胞有所不同，这一活化将促进 Treg 细胞的生成。
IDO-Kyn-AhR 通路也是 AhR 实现 T 细胞调节的重
要途径：一方面，IDO 为 AhR 启动转录的下游效
应分子，另一方面，IDO 参与色氨酸代谢产生的
Kyn 是 AhR 的内源性底物。Campesato 等 [27] 证明，
AhR 与 Kyn 的相互作用是介导 Treg 细胞分化和免
疫抑制的关键。上述证据表明，AhR 对 T 细胞平
衡的调控是多途径、多效应的，不同效应之间可
能存在关联。
3　AhR与树突状细胞

　　树突状细胞（DCs）是特化的抗原呈递细胞，
是先天性免疫和获得性免疫之间的桥梁。DCs 可
以促进幼稚 T 细胞向效应 T 细胞的分化，激活
CD8 ＋ T 细胞，促进 B 细胞的抗体反应，因而可
能参与了 RA 早期针对特异性抗原的免疫反应。
在 RA 患者的关节腔和关节滑膜组织中，DCs 的
数量明显增加 [28]。
　　AhR 介导环境污染物对 RA 的诱发作用，环
境中的多环芳烃可以通过 AhR 促进 DCs 的分化与
成熟。同时，AhR 具有诱导调节性 DCs 的能力，
调节性 DCs 可以增加下游 IDO 的表达，并通过参
与色氨酸代谢，发挥免疫抑制作用。在机体内这
一效应与 AhR 的促炎效果相互抵消，整体表现出
免疫调节的平衡状态。在 RA 患者体内可能存在平

衡的打破，表现为 AhR 对 DCs 促炎表征的诱导。
4　AhR与间充质干细胞

　　间充质干细胞（MSCs）是一类异质细胞群，
可以分化为成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞等。
MSCs 参与了炎症抑制、血管生成、基质金属蛋
白酶分泌抑制等过程 [29]。在炎症过程中，MSCs
可以诱导巨噬细胞从促炎性的 M1 型向抗炎性的
M2 型转变。
　　AhR 在 MSCs 中表达丰富，有报道称 AhR 可
以抑制 MSCs 的增殖 [30]。相应的，AhR 拮抗剂 SR1
可以以剂量和时间依赖的方式刺激人骨髓 MSCs 的
增殖 [31]。拮抗剂 CH223191 则在诱导哮喘模型中增
加了 M2 型巨噬细胞的极化，对 MSCs 外泌体的分
泌也有影响 [32]，这表明 AhR 激活影响了 MSCs 的
增殖与功能，发挥促炎作用。
5　AhR与破骨细胞和成骨细胞

　　成骨细胞来源于 MSCs，其分化受骨形态发
生蛋白（BMP）和 Wnt 通路的调节，可以产生并
维持骨结构。而破骨细胞来源于普通髓系祖细胞，
受核因子 κB 配体受体激活剂（RANKL）和巨噬
细胞集落刺激因子（M-CSF）的诱导表达，是体
内唯一具有溶解骨组织能力的细胞。骨骼稳态和
骨重塑受到成骨细胞和破骨细胞平衡的调节，两
者相互影响 [33]。RA 患者普遍存在局部破骨细胞
的过度活化和成骨细胞的分化降低，导致关节周
围的骨破坏。
　　在成骨细胞和破骨细胞胞质中，AhR 均有表
达。有研究表明，TCDD 等环境污染物可以通过激
活 AhR 阻碍 MSCs 分化为成骨细胞 [34]。同时，环
境污染物如烟草烟雾中包含的 BaP、TCDD 等 AhR
激动剂，可以通过激活 AhR 下游细胞色素 P450 1a
（Cyp1a）的表达，诱导破骨细胞生成和骨吸收增
加 [35]。这可能是环境因素影响 RA 的原因之一。然
而，令人意外的是，许多内源性和外源性的 AhR
配体在实验中诱导了成骨细胞的分化，改善了骨
破坏的情况。如人参皂苷 Rb1 通过 AhR/PRELP/
NF-κB 轴增强成骨细胞分化 [36]，TCDD 通过激活
AhR 诱导了成骨细胞，使小鼠的骨髓脂质减少 [37]，
这可能与 AhR 是发挥整体效果还是局部效果有关。
尽管也有证据支持激活 AhR 的破骨作用，但就治
疗目的而言，AhR 的激动诱导了破骨效应的抑制。
一些具有临床应用价值的配体可以通过 AhR 与下
游的相关通路，改善 RA 中的骨破坏。
6　基于 AhR靶点的药物

　　AhR 介导的免疫机制有助于从分子水平上进
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一步认识 RA 等自身免疫性疾病，对不同种类细
胞的影响效果总结见图 2。综上所述，AhR 或许
是 RA 治疗的新的靶点。由于配体特异性等原因，
AhR 激活对特定细胞群的作用可能并不一致，这
就需要寻找不良反应少或具有临床意义的配体作
为潜在药物。
　　AhR 激动后的免疫抑制效果已被证实。在实
验室阶段，分离自中药粉防己的 Tetrandrine[38] 和
乌药的 Norisoboldine[39] 等成分被证实可激动 AhR，
缓解 RA 症状。其中，Tetrandrine 作为 AhR 激动
剂，促进 Treg 细胞分化并且重塑 Th17/Treg 细胞
平衡，改善关节炎严重程度。Norisoboldine 则抑制
了 NF-κB 的核易位，通过抑制破骨细胞分化改善
骨侵蚀。Flegel 等 [40] 基于小檗碱骨架合成的 AhR
激动剂 Picoberin 在体外实验中表现出诱导成骨细

胞分化的效果。这表明了传统中药活性成分在治
疗 RA 方面的巨大潜力。部分具有 AhR 激动活性
的潜在药物及其作用机制的归纳见表 1。

图 2　AhR 激活后对不同细胞的影响效应及对 RA 的影响

Fig 2　Effect of AhR activation on different cells and RA

表 1　以激活 AhR方式改善 RA的不同化合物及其实验对象与机制 
Tab 1　Experimental subjects and mechanisms of different compounds treated RA by activing AHR

化合物 研究对象 作用机制

indole-3-aldehyde[26] 大鼠软骨细胞 抑制 NF-κB 途径

L-Kyn[27] 小鼠 促进 Treg 细胞分化

tetrandrine[38] 小鼠 CIA 模型 促进 Cyp1A1 表达，促进 Treg 细胞分化

norisoboldine[39] RAW264.7 细胞、大鼠 CIA 模型 抑制 NF-κB 核易位，抑制破骨细胞分化

picoberin[40] C3H10T1/2 细胞 促进成骨细胞分化

FICZ[41] 小鼠 减少 RANKL 介导的破骨细胞分化

artesunate[42] 大鼠 CIA 模型 激活 AhR/ARNT/NQO1 信号通路抑制破骨细胞分化

　　同时，AhR 的过度激活也是 RA 发病的因素之
一。部分 AhR 的抑制剂或拮抗剂亦可能发挥抗 RA
效果。Zhang 等 [43] 发现芍药苷的酯衍生物 CP-25
可以抑制 AhR 表达，改善滑膜成纤维细胞功能障
碍，改善关节炎模型动物的症状。Shi 等 [44] 发现分
离自肉桂的多酚类化合物 CTD-1 可以显著改善小
鼠关节炎模型的严重程度。上述抑制剂主要影响
AhR 表达，避免配体的不良刺激。
　　除小分子和天然活性成分外，以人脐间充质
干细胞（HUMSC）为代表的生物疗法也具有抗
RA 的潜力。Li 等 [45] 发现 HUMSC 可以通过 AhR
调节免疫和肠道微生物群间的相互作用，缓解
CIA 大鼠的病情。
　　最近，AhR 激动剂 Tapinarof 被批准用于治疗
斑块状银屑病，其作用机制是通过 AhR 的激活影
响外周 CD4 ＋ T 细胞分化和炎症因子的表达 [46]。
鉴于这一研究进展，基于 AhR 靶点的药物有望成
为未来 RA 治疗的新方向。
7　总结

　　RA 是机制复杂的慢性自身免疫性疾病，AhR

在其中的作用需要更加系统的研究来阐述。在不同
的研究中 AhR 的效应不同甚至相反，这可能与配体
特异性有关，但也可能与在不同细胞和疾病不同阶
段的 AhR 激活产生作用的差异有关，例如，在幼稚
T 细胞和 Treg 细胞中，激活 AhR 的效应并不完全相
同。这需要更多的实验来研究不同细胞种群中 AhR
的作用差异，而非全身性 AhR 激动或抑制的效应。
　　当前 RA 的临床治疗多依赖副作用严重的
非甾体抗炎药（NSAIDs）和改善病情抗风湿药
（DMARDs），而 AhR 可以通过多种途径对 RA
的进展产生影响，可能是未来 RA 药物开发的重
要靶点。考虑到 AhR 激活后的免疫抑制能力是更
普遍、更总体的效应，通过激动 T 细胞等免疫细
胞中的 AhR 来减轻 RA 的症状可能具有良好的前
景。现有实验中的 AhR 激动剂大多是天然产物，
特异性较差，基于天然产物进行结构优化或设计
小分子激动剂将改善这一问题。此外，由于 AhR
的配体特异性和广泛的表达，如何提高药物的靶
向性，避免全身性反应和严重副作用也是需要注
意的问题。
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EGFR-TKI与免疫检查点抑制剂在非小细胞肺癌中序贯使用 
引起毒副反应的研究进展
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摘要：近年来，免疫检查点抑制剂（ICIs）取得了突破性进展，在非小细胞肺癌（NSCLC）的

治疗中发挥了重要作用。对于某些免疫应答较强的患者，ICIs 常常能取得长期获益。而多项研

究显示，表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（EGFR-TKI）与 ICIs 序贯使用可能导致毒副反

应发生率增加。本文综述了 EGFR-TKI 与 ICIs 序贯使用的最新研究进展，重点探讨其不良反

应的发生情况，以期为 EGFR-TKI 及 ICIs 的安全合理使用提供参考。
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Research progress in the toxicity induced by sequential use of EGFR-TKI 
and ICIs in non-small cell lung cancer

ZHAI Jing, YAN Ting, WU Yi, CHEN Shan-shan*, LIAO De-hua* (Hunan Cancer Hospital, The Affiliated 
Cancer Hospital of Xiangya School of Medicine, Central South University, Changsha  410031）

Abstract: In recent years, breakthrough has been made in immune checkpoint inhibitors (ICIs), which 
play an important role in the treatment of NSCLC. ICIs often have long-term benefits for patients with 
stronger immune responses. Recent studies have shown that the sequential use of EGFR-TKI and ICIs 
may lead to an increased incidence of toxic effects. This review elaborated the latest research progress 
in the sequential use of EGFR-TKI and ICIs, focusing on the occurrence of adverse reactions, and 
providing reference for the safe and rational use of EGFR-TKI and ICIs. 
Key words: non-small cell lung cancer; epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor; 
immune checkpoint inhibitor; sequential use; adverse reaction
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　　肺癌是目前世界上死亡率最高的恶性肿
瘤 [1]，非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）在病理类型中占所有肺癌的 85%。伴
随着肿瘤分子生物学的研究进展，一系列小分
子酪氨酸激酶抑制剂（TKI）类药物成功研发并
用于临床 [2]，其中，表皮生长因子受体酪氨酸
激酶抑制剂（EGFR-TKI）对于 EGFR 敏感突变
的 NSCLC 患者具有很好的肿瘤抑制作用，但同
时患者在使用 TKI 类药物时均会不可避免地出
现耐药现象 [3-6]。随着肿瘤免疫微环境的研究进
展，免疫治疗为肿瘤治疗带来了新突破，这种利

用抗体阻断程序性死亡 - 配体 1（PD-L1）与程序
性死亡受体 1（PD-1）的相互作用，从而恢复或
激活抗肿瘤免疫反应的疗法，为肿瘤治疗带来了
希望 [7]。既往Ⅲ期临床研究（RATIONALE 304、
IMpower 130、KEYNOTE-407、KEYNOTE-024、
KEYNOTE-042 等）显示，在晚期 NSCLC 中，免
疫检查点抑制剂（ICIs）比传统化疗具有更好的
疗效和更低的毒性 [8]，为晚期 NSCLC 患者提供
了新的治疗策略，特别是那些驱动基因突变阴性
的患者 [9]。自第一个抗 PD-L1 受体药物纳武利
尤单抗在 2015 年经 FDA 获批后，大量的 ICIs 已
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被批准用于晚期 NSCLC 的一线和二线治疗。与
传统化疗相比，无论是单药治疗还是联合标准化
疗，ICIs 均可提高生存率，但与免疫治疗相关的
不良反应 [10-12] 仍会影响患者的生活质量。
　　此外，研究发现部分 EGFR 突变的 NSCLC
患者在使用 TKI 耐药后出现 PD-L1 表达升高的现
象 [13-15]，EGFR 敏感突变总是伴随着 PD-L1 过表
达，诱导 T 细胞调亡，促进免疫逃逸。EGFR-TKI
耐药进展后，NSCLC 患者常常会接受含 ICIs 方案
的序贯治疗，且在临床实践中，往往会先使用短期
的免疫治疗或免疫化疗作为紧急治疗来控制疾病进
展，待基因检测结果出来后发现有 EGFR 突变的再
换成适宜的 EGFR-TKI 类靶向药物。但大量报道显
示 EGFR-TKI 与 ICIs 序贯使用时 NSCLC 患者的毒
副反应发生率明显上升，某些严重的毒副反应甚
至导致治疗中断，临床用药受到限制 [16-18]，本文就
NSCLC 中 EGFR-TKI 与 ICIs 序贯使用的最新研究
进展展开综述，重点探讨其不良反应，以期为 EG-
FR-TKI 及 ICIs 的安全合理用药提供参考。以 EG-
FR-TKI 与 ICIs（包括两类药物所有药物通用名）为
关键词通过中国生物医学文献数据库（CBM）、美
国 PubMed 数据库及熊猫学术数据库，检索 2003
年 1 月 —2022 年 11 月 有 关 NSCLC 中 EGFR-TKI
与 ICIs 序贯使用的文献进行分析。
1　EGFR-TKI类药物序贯使用 ICIs
1.1　一代 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs
　　大量研究显示，一代 EGFR-TKI 后序贯使用
ICIs 不会导致毒副反应发生率增加，但也有回顾
性分析显示结果完全相反。Uchida 等 [19] 回顾性分
析了 26 例患者序贯使用 EGFR-TKI 与纳武利尤单
抗后与间质性肺炎（interstitial lung disease，ILD）
发生的相关性，1 例先使用吉非替尼与 4 例先使
用厄洛替尼后序贯使用纳武利尤单抗的患者均未
发生 ILD，1 例先使用厄洛替尼后序贯使用帕博利
珠单抗的患者也未发生 ILD。Ito 等 [20] 纳入了 25
例既往经 EGFR-TKIs 治疗后接受 ICIs 单药治疗的
EGFR 突变的 NSCLC 患者，回顾性分析了在 EG-
FR-TKIs 治疗后接受 ICIs 治疗的 EGFR 基因突变
阳性肺癌患者的疗效，结果客观缓解率（objective 
response rate，ORR）为 20%，疾病控制率（disease 
control rate，DCR）为 36%。比较 EGFR 亚型突
变，外显子 19 缺失和 L858R 的 ORR 分别为 9.1%
和 30.0%，DCR 分别为 27.3% 和 50.0%，表明 ICIs
对 L858R 肿瘤有较高的抗肿瘤作用。此外，ICIs
对 PD-L1 阳性和 PD-L1 阴性患者的有效率分别为
22.2% 和 12.5%，但差异无统计学意义；非吸烟者
与吸烟者的 ORR 分别为 22.1% 和 16.6%，DCR 分

别为 38.5% 和 33.3%。25 例患者中 13 例经吉非
替尼治疗和 7 例经厄洛替尼治疗后序贯使用 ICIs
的患者并未发生严重不良反应。Schoenfeld 等 [21]

纳入了 126 例接受 ICIs 与 EGFR-TKI 序贯治疗的
EGFR 突变的 NSCLC 患者，2 例吉非替尼和 84 例
厄洛替尼后序贯 ICIs 的患者均未发生严重毒副反
应。Kato 等 [22] 对 155 例既往经 EGFR-TKIs 或化疗
失败后继续接受免疫治疗（CTLA-4，PD-1/PD-L1
抑制剂或其他药物）并通过二代测序评估其肿瘤
为Ⅳ期的癌症患者进行分析，其中 10 例 EGFR 突
变的患者中有 2 例在使用纳武利尤单抗后出现了
较大的疾病进展，2 个月内肿瘤分别增加 53.6% 和
125%。也有研究显示 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs
毒副反应发生率更高，如 Baroz 等 [23] 回顾评估纳
入了 63 例 TKI 与 ICIs 序贯使用的 NSCLC 患者，
23 例患者发生毒副反应，分别为 5 例肺炎、4 例
腹泻、3 例疲劳和 3 例皮疹 / 瘙痒，2 例关节痛及
肌痛、1 例新发糖尿病和 1 例肾功能不全，其中
22 例患者在接受 ICIs 治疗前接受 TKI 治疗，不良
反应发生率为 34.9%（22/63）。
1.2　二代 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs
　　研究表明，二代 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs 并
未导致严重毒副反应发生率增加。Uchida 等 [19] 回
顾性分析 26 例患者中，9 例既往使用阿法替尼治
疗的患者后序贯纳武利尤单抗期间未出现 ILD，其
中有 1 例患者在阿法替尼治疗期间出现 ILD，停药
经类固醇治疗后好转，后续纳武利尤单抗治疗期间
未再次发生 ILD。Ito 等 [20] 回顾性研究中 25 例患者
在 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs（包括 21 例纳武利尤
单抗、2 例阿替利珠单抗、2 例帕博利珠单抗），共
有 8 例发生毒副反应，21 例序贯使用纳武利尤单抗
的患者中出现了 3 例甲状腺功能减退、2 例疲劳、1
例血钾升高、1 例皮疹，2 例序贯帕博利珠单抗的
患者中出现了 1 例意识水平低下。但这些毒副反应
都未超过 2 级，且无需住院治疗，并未影响后期治
疗；11 例经阿法替尼治疗后序贯使用 ICIs 的患者
并未观察到 3 级及以上毒副反应。Schoenfeld 等 [21]

回顾性分析了 16 例阿法替尼后序贯使用 ICIs 的
NSCLC 患者也未发生严重毒副反应。
1.3　三代 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs
　　研究发现，三代 EGFR-TKI 后序贯使用 ICIs
也不会导致毒副反应发生率增加。Uchida 等 [19] 对
比在纳武利尤单抗前后立即给予第三代 EGFR-TKI
相关的 ILD 发生率，26 例患者中 6 例奥希替尼后
使用 ICIs 未发生 ILD，认为即使在使用了奥希替
尼后立即使用 ICIs 也不会导致 ILD 发生率上升，
即使发生 ILD 也与奥希替尼无关。Ito 等 [20] 回顾性
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研究中 5 例经奥希替尼治疗疾病进展后序贯使用
ICIs 的患者并未观察到 3 级以上毒副反应，且未
发生 ILD。Schoenfeld 等 [21] 的研究中，29 例患者
在接受奥希替尼治疗后序贯使用 ICIs（包括 16 例
纳武利尤单抗，10 例帕博利珠单抗，3 例阿替利
珠单抗）治疗，均未观察到严重毒副反应。
2　ICIs类药物后序贯使用 EGFR-TKI
2.1　ICIs 后序贯使用一代 EGFR-TKI
　　研究发现，ICIs 后序贯使用一代 EGFR-TKI
未导致毒副反应发生率增加。Uchida 等 [19] 的研
究中，在 ICIs 后序贯使用吉非替尼的 1 例患者以
及序贯使用厄洛替尼的 2 例患者均未出现 ILD。
Schoenfeld 等 [21] 研究了 ICIs 序贯使用厄洛替尼治
疗的 20 例患者，在接受厄洛替尼治疗时没有发生
严重的不良事件，从最后一次服用 ICIs 到开始服
用厄洛替尼的中位时间间隔为 19 d，其中 1 例患
者因 3 级结肠炎而停用德瓦鲁单抗和曲美木单抗，
症状缓解 3 个月后接受厄洛替尼治疗，没有发生
新的或复发的免疫相关毒性。
2.2　ICIs 后二代序贯使用 EGFR-TKI
　　研究表明，ICIs 后序贯使用二代 EGFR-TKI
也未导致毒副反应发生率增加。Uchida 等 [19] 研
究发现，经纳武利尤单抗后序贯使用阿法替尼的
2 例患者未出现 ILD，认为在纳武利尤单抗后短
时间内序贯使用一代或二代 EGFR-TKI 不会导致
ILD 的发生风险增加。Schoenfeld 等 [21] 的研究中，
先 ICIs 后序贯使用阿法替尼治疗的 7 例患者没有
发生严重的不良反应，ICIs 最后一次使用至阿法
替尼开始治疗的中位时间间隔为 57 d。SPACE 是
一项正在进行的阿法替尼治疗晚期鳞状细胞肺癌
在铂基双重化疗和免疫治疗后进展的疗效和安全
性的研究，目前暂无相关研究结果 [24]。
2.3　ICIs 后序贯使用三代 EGFR-TKI
　　近期研究显示，ICIs 后序贯使用三代 EGFR-
TKI 导致毒副反应发生率明显增加，这可能与第
一、二 TKIs 和三代之间的 ILD 发生机制不同。
NSCLC 患者在 ICIs 之后序贯使用三代 EGFR-TKI
治疗导致严重毒副反应的发生率明显升高。Uchida
等 [19] 的研究中，7 例患者先 ICIs 后奥希替尼，其
中 4 例患者 ICIs 治疗后序贯使用 EGFR-TKI 治疗
发生 ILD，3 例为使用 ICIs 之后立刻使用奥希替尼
发生 ILD，因此推测一、二代 EGFR-TKI 与奥希替
尼导致 ILD 发生机制不同，虽然详细的机制尚不
清楚，但 ICIs 激活的 T 细胞效应可能协同上调这
种效应，导致患者在 ICIs 之后立即使用奥希替尼
易发生 ILD。Schoenfeld 等 [21] 的研究中，41 例患
者接受序贯 ICIs 治疗后给予奥希替尼，包括 24 例

纳武利尤单抗，9 例帕博利珠单抗，8 例阿替利珠
单抗，其中 6 例患者发生了严重的不良事件，包
括 4 例 3 级肺炎、1 例 3 级结肠炎和 1 例 4 级肝炎，
ICIs 治疗后序贯使用奥希替尼的毒副反应发生率
（15%，6/41）远高于单药奥希替尼（4%）以及 ICIs
（3%）。1 例患者在肝炎消退 18 d 后重新开始服用
全剂量的奥希替尼，12 d 后又复发 3 级肝炎；另外
2 例患者则是在初始的不良反应恢复后 70 d 和 79 
d 重新开始服用全剂量的奥希替尼，均未出现复发
毒性；此外，在奥希替尼停用后接受其他 TKIs（厄
洛替尼和阿法替尼）的 2 例患者没有出现加重或复
发的毒副反应。Oshima 等 [25] 的回顾性研究中，70
例患者均使用了纳武利尤单抗与 EGFR-TKI，共
18 例患者发生了 ILD，其中 15 例患者为经纳武
利尤单抗治疗后序贯奥希替尼。Kotake 等 [26] 研究
亦发现，使用奥希替尼的 19 例患者 ILD 发生率为
21%（4/19），发生 ILD 的 4 例患者中有 3 例患者在
纳武利尤单抗后序贯使用了奥希替尼。Yamaguchi
等 [27] 的单机构回顾性分析中，纳入了 47 例 EGFR
突变的晚期 NSCLC 患者，其中 7 例在纳武利尤单
抗之后序贯使用了奥希替尼，4 例在奥希替尼使用
期间发生了 3 级及以上肝毒性（57.1%，4/7）；40
例在其他药物治疗之后序贯使用奥希替尼，2 例发
生了 3 级肝毒性（5.0%，2/40）。相比之下，纳武
利尤单抗之后序贯奥希替尼严重肝毒性发生率远
高于其他药物，上述 ICIs 前后序贯 EGFR-TKI 相
关研究见表 1。
3　讨论
　　先 ICIs 后序贯使用三代 EGFR-TKI 更易发生
毒副反应，序贯使用的毒副反应发生率也可能与
序贯使用时间间隔相关，治疗的特定顺序和时间
是毒副反应风险的重要决定因素。研究显示，ICIs
可与 T 细胞上的 PD-L1 受体结合时间长达 2 个
月 [28]，而奥希替尼的半衰期相对较短，只有 50 
h 左右 [29-30]，ICIs 的半衰期较长也可能是增加后
续 EGFR-TKI 治疗时免疫相关不良事件的原因之
一，Shinno 等 [31] 确定了 3 例停用纳武利尤单抗不
久后再转用奥希替尼治疗期间开始发生毒副事件
的 NSCLC 患者，通过液相色谱 - 质谱分析来估计
这些患者血清中纳武利尤单抗的浓度，3 例患者停
用纳武利尤单抗后，第 22 ～ 46 日给予奥希替尼，
在第 56 ～ 96 日后出现相关毒性反应。而液相色
谱 - 质谱分析显示病例 1、2 和 3 中纳武利尤单抗
的剩余水平分别为 2.1、12.8、31.1 μg·mL－ 1，足
以诱导免疫应答。ICI 抗体在停药后仍然存在，在
抗 PD-L1 抗体受体占用时间持续数月 [32-33]，因此
先使用奥希替尼后序贯使用 ICIs 不会有大量的重
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叠暴露，不会导致严重毒副反应的叠加。相比之
下，在使用 ICIs 后短期内使用奥希替尼严重不良
事件发生率大大提高，通常一年后再使用奥希替
尼也极少观察到严重不良事件发生。
　　EGFR 突变的晚期 NSCLC 患者选用治疗方案
时，应综合考虑 TKI 治疗期间的 PFS、是否 T790M
突变、肿瘤突变负荷及 PD-L1 的表达量 [15]，同时
对于短时间内接受过 ICIs 治疗，后服用三代 EGFR-
TKI 类药物的患者应该密切关注相关不良反应的发
生，这些毒性反应往往在接受奥希替尼治疗后立即
出现，最常见的免疫相关不良事件是由于间质和
肺泡浸润的发展而表现为肺炎，对于严重类固醇难
治性免疫相关不良反应的适当管理策略 [34-36]，通过
预先给予细胞因子导向的生物疗法，有两个主要目
标：一是快速抑制炎症反应的急性期，从而限制类
固醇依赖的风险；二是抑制肿瘤发展。相关不良反
应改善后可考虑使用一、二代 EGFR-TKI 继续治疗。
4　结论
　　综上所述，EGFR-TKI 与 ICIs 序贯使用的先后顺
序与毒副反应的发生率显著相关，且与不同类别的

EGFR-TKI 相关，先使用 ICIs 后序贯使用三代 EGFR-
TKI 更易发生严重不良反应，且观察到短期 3 个月内
毒副反应发生率显著上升。这可能与奥希替尼以及
ICIs 半衰期差异的因素相关。目前报道大多为回顾性
研究，存在着样本量不够大的局限性，需要进一步
调查与前瞻性研究来证实结果，且与三代 EGFR-TKI
与 ICIs 序贯使用的报道相比，一二代数据较少，序
贯使用安全性及有效性还需要进一步探索。
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能量色散 X射线荧光光谱在中药材分析中的研究进展
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摘要：能量色散 X 射线荧光光谱（EDXRF）是一种对物质中元素进行定性、定量分析的方法。

本文在文献调研的基础上阐述了 EDXRF 技术的基本原理，通过与常用光谱技术进行简单比较

分析其优缺点，同时结合中药研究的特点和需求，简述其在中药材元素含量测定、中药材重金

属元素含量检测、中药材产地溯源和中药材真伪鉴别等方面的应用现状，并对未来的发展趋势

进行展望，以期为该技术更好地用于中药材分析研究提供参考。

关键词：能量色散 X 射线荧光光谱技术；中药材分析；研究进展

中图分类号：R284　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1870-07
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.029

Research progress of energy dispersive X-ray fluorescence spectroscopy in 
analysis of Chinese medicinal materials

CHEN Qian, LI Jin-liang, LI Pei-bo, WU Hao, PENG Wei, SU Wei-wei, WANG Yong-gang* 
(Guangdong Engineering and Technology Research Center for Quality and Efficacy Re-evaluation of 
Post-marketed Traditional Chinese Medicine, Guangdong Key Laboratory of Plant Resources, School 
of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou  510275)

Abstract: Energy dispersive X-ray fluorescence spectroscopy (EDXRF) is both a qualitative and 
quantitative analysis method for elements in substances. Based on literature research, this paper 
expounded the basic principles of EDXRF technology, compared shows its advantages and disadvantages 
with commonly used spectroscopic techniques, and briefly described its application status in terms of 
determination of element content of Chinese medicinal materials, detection of heavy metal  content 
in Chinese medicinal materials, traceability of origin of Chinese medicinal materials and authenticity 
identification of Chinese medicinal materials. We also predicted to the future development trend to provide 
reference for the better application of this technology in the analysis of Chinese medicinal materials. 
Key words: energy dispersive X-ray fluorescence spectroscopy technology; Chinese medicinal material; 
research progress

作者简介：陈前，女，硕士，主要从事中药药物分析研究，email：chenq389@mail2.sysu.edu.cn　* 通信作者：王永刚，男，副教授，

主要从事天然产物的研究与开发，email：wangyg@mail.sysu.edu.cn

frequency of immune-related adverse events after subsequent 
EGFR tyrosine kinase inhibitor therapy [J]. JTO CRR，2020，
1（1）：100008. 

[32] Centanni M，Moes DJAR，Trocóniz IF，et al. Clinical phar-
macokinetics and pharmacodynamics of immune checkpoint 
inhibitors [J]. Clin Pharmacokinet，2019，58（7）：835-857. 

[33] Hotchkiss RS，Colston E，Yende S，et al. Immune check-
point inhibition in sepsis：a phase 1b randomized study to 
evaluate the safety，tolerability，pharmacokinetics，and 
pharmacodynamics of nivolumab [J]. Intens Care Med，
2019，45（10）：1360-1371. 

[34] Martins F，Sofiya L，Sykiotis GP，et al. Adverse effects of im-
mune-checkpoint inhibitors：epidemiology，management and 
surveillance [J]. Nat Rev Clin Oncol，2019，16（9）：563-580. 

[35] Friedman CF，Proverbs-Singh TA，Postow MA. Treatment of 
the immune-related adverse effects of immune checkpoint inhibi-
tors：a review [J]. JAMA Oncol，2016，2（10）：1346-1353. 

[36] Califano R，Tariq N，Compton S，et al. Expert consensus 
on the management of adverse events from EGFR tyrosine 
kinase inhibitors in the UK [J]. Drugs，2015，75（12）：

1335-1348. 
（收稿日期：2022-10-27；修回日期：2023-02-13）



1871

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

　　能量色散 X 射线荧光光谱（energy dispersive 
X-ray fluorescence spectrometry，EDXRF）技术是
一种通过检测元素特征荧光的能量和强度来进行
定性和定量分析的技术。EDXRF 技术具有样品
制备简单、分析无损、能够同时检测多种元素和
分析速度快的特点 [1-2]，广泛应用于历史考古 [3-5]、
食品 [6-8]、农业 [9-10] 和医药 [11-16] 等多个领域。随
着中药现代化的发展，中药材分析得到了更加深
入的研究 [17-19]。目前用于中药材分析的有原子吸
收光谱法（AAS）、原子发射 / 荧光光谱法（AES/
AFS）、电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）、电
感耦合等离子体原子发射光谱法（ICP-AES）和
激光诱导击穿光谱法（LIBS）等。这些技术在应
用中已有较高的准确度和精确度，但仍存在各
自的局限性 [20-27]。EDXRF 技术在 X 射线荧光光
谱法（XRF）的基础上提高了精确度和使用灵活
度，有效弥补了其他技术在定性和定量能力上的
不足 [28]，且可以根据不同的环境和检测目的灵
活使用，对目标成分进行高灵敏的定量分析，对
未知成分进行快速、精确的确证。基于 EDXRF
技术的多种优势，其在中药领域的应用日益增
加 [29-31]，主要是在微量元素的分析，假冒伪劣药
材的鉴别，重金属的检测和产地溯源的探究 [1，17]

等方面。将 EDXRF 技术更广泛、更深入地应用
于中药研究中，有望使中药材成分分析和鉴别更
加高效、准确。本文旨在介绍 EDXRF 技术的基
本原理和方法，简述其与常用元素分析技术相比
所具有的优势与局限性，同时结合中药研究的特
点和需求对其未来的发展趋势进行展望，以期为
该技术更好地用于中药材分析研究提供参考。

1　EDXRF技术简介

　　EDXRF 技术是一种利用 EDXRF 仪对待测样
品进行分析的方法，EDXRF 仪是在 XRF 仪的基
础上发展而来的。X 射线和 X 射线荧光是在 19
世纪 90 年代末相继发现的 [32]。在随后的 1908—
1955 年间，科学家深入研究了 X 射线，发现特
征 X 射线，建立了布拉格定律、莫塞莱定律，提
出了谢曼方程，构建了 X 射线荧光分析的理论
体系，随着核物理技术取得巨大发展，XRF 仪
被成功研发 [33-36]。1969 年，美军的 Birks 实验室
研制出第一台 EDXRF 仪，但因为探测器的分辨
率较差使其应用遭到限制。此后，对探测器分
辨率的研究不断深入，EDXRF 仪逐渐用于实际
生活 [37-38]，并在计算机行业迅速发展的带领下，
EDXRF 仪也开始朝着多功能化、高分辨率、高
灵敏度、智能化以及使用便捷的方向发展。
1.1　EDXRF 测定原理

　　EDXRF 光谱仪的系统包括激发源、样品室、
探测器、信号处理电路、多道脉冲幅度分析器、计
算机和电源 [39]，如图 1 所示。当激发源的原级 X
射线照射样品时，样品中待分析的元素会被激发产
生特征 X 射线。X 射线束中的 X 射线传到探测器，
被转换为脉冲形状的电信号，脉冲信号经过整形放
大电路的微分、放大、滤波及基线恢复等一系列的
处理，使 X 射线能够被测量，从而形成标准的电脉
冲信号。转换器再将电脉冲信号转为数字量，经处
理后形成光谱。不同样品的 X 射线束不同，产生的
光谱也不同，光谱作为样品的标识被传送到计算机
进行下一步处理 [33-36，40]。各部件作用见表 1。

表 1　EDXRF光谱仪的硬件部件及作用类型 
Tab 1　Hardware components and function types of EDXRF spectrometer

部件 作用 类型

激发源 激发样品中元素特征 X 射线的设备，发射出原级 X 射线，

决定特征 X 射线的质量

放射性同位素、同步辐射源、X 射线管（常用）

探测器 将 X 射线转换为电信号的仪器 锂漂移硅探测器、硅漂移探测器、Si-PIN 探测器（常用）

样品室 放置待检测样品 －

信号处理器 负责将探测器输出的信号放大、整形 －

多道脉冲幅度分析器 识别信号处理器输出的脉冲信号峰值，根据其大小形成峰值 －

1.2　EDXRF 技术与其他分析技术的比较

　　EDXRF 与 AAS、AES、AFS、ICP-MS、
ICP-AES、LIBS 均为元素检测分析技术，但其工
作原理不同，所具有的优缺点也不一致，如表 2
所示，EDXRF 技术作为一种相对比较全能的检
测分析技术，基本能有效弥补其他技术的缺陷。

1.3　EDXRF 技术定量分析的方法

　　EDXRF 技术定量分析的方法有很多。按基体
校正方法的不同，可以分为 4 种，即经验系数法、
基本参数法、影响系数法和实验校正法。而实验
校正法又包括校正曲线法、内标法和比例常数法，
主要是绘制分析浓度函数的强度。其中基本参数
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法是应用最广泛的方法，它通过应用 X 射线荧光
强度公式运算获知样品含量 [47]。Zhang 等 [48] 运用
EDXRF 技术实验校正法分析植物样品中的 S 和
P 元素，建立了 P、S、Ca 和 Fe 的校准曲线，以
评价定量分析方法的准确性。Shaltout 等 [49] 使用
EDXRF 基本参数法定量分析尿结石中的元素含量
时，同时检测出将样品压制成粉末过程中所加入
的不同黏合剂中的杂质元素含量，表明在尿结石
样品的元素定量分析过程中应考虑减去这些杂质。
这提示了在具体研究中，可根据元素检测目的不
同，选择不同方法进行优化，以提高测量精准度。
2　EDXRF技术在中药材中的应用

2.1　EDXRF 技术在中药材元素含量测定中的应用

　　元素的种类及含量与中药药性、四气五味、
归经、功效等有重要关系 [50]。Desideri 等 [51] 利
用 EDXRF 技术测定意大利几种茶叶、甘菊叶以
及果实中的必需和非必需元素含量，发现不同植
物的元素含量比例取决于其生长的土壤组成和气

候条件。Mohammad 等 [52] 使用 EDXRF 对两种不
同烟草产品中的微量元素进行分析，从而确定了
这两种产品中的微量元素含量。秦旭磊等 [53] 利用
EDXRF 法检测茶叶中元素含量来判断茶叶是否符
合标准。Nedjimi 等 [54] 采用 EDXRF 技术对两种阿
尔及利亚百里香 [Thymus algeriensis Boiss & Reut. 
和 Thymus capitatus（L.）] Hoffm. & Link 中的微量
元素进行定量，结果表明，Thymus algeriensis 中的
微量营养元素（Br、Cr、Cu、Mn、Sr、V 和 Zn）
浓度最高，而 Thymus capitatus 中的 Ca、Fe 和非必
需元素 Rb 的浓度最高，两个物种的钾含量相似。
　　EDXRF 技术不仅可以进行定量分析，还可以
用于安全性评价。Asiedu-Gyekye 等 [55] 用 EDXRF
仪检测出辣木叶中 14 种常量元素和 21 种微量元
素的浓度，结果显示所有浓度均在每日膳食水平
推荐允许摄入量的限值内。这表明食用辣木叶粉
对人体安全且能够为食用者提供机体活动所必需
的矿物质。此研究方法为辣木叶片的安全性提供
了评价。
2.2　EDXRF 技术在中药材重金属检测中的应用

　　重金属含量超标不仅严重影响中药的用药安
全，同时也阻碍了中药的国际贸易，限制了中医
药事业的发展。当前，含量低微、分析困难导致
中药材中重金属的研究仍然十分薄弱，选择适合
的检测分析方法是解决中药重金属超标问题的关
键 [56-58]。不同于传统的方法，EDXRF 技术制样
较简单，不会破坏样品，可直接进行重金属元素
分析 [59]。Zawisza 等 [60] 采用 EDXRF 技术分析了

表 2　EDXRF与其他技术的技术原理与优缺点 
Tab 2　Technical principles，advantages and disadvantages of EDXRF and other technologies

方法 技术原理 优点 缺点

AAS 电子从基态跃迁到激发态，电磁辐射强度

减弱，产生原子吸收光谱

检测限低、准确度高、应用广，可测定

70 多种元素 [41]

难熔元素、非金属元素测定困难，不能同

时测定多种元素

AES 利用原子或离子在一定条件下受激而发射

的特征光谱来研究物质的化学组成

灵敏度高、选择性好、分析速度快、试

样消耗少

仪器昂贵、谱线复杂、检测灵敏度较低 [43]

AFS 受特征波长照射，自由原子被激发跃迁到

较高的能态，然后去活化回到某一能态

而发出特征光谱

灵敏度高，谱线简单，光谱范围较宽，

适合多元素的同时测量

存在荧光淬灭效应和散射光干扰 [42]

ICP-MS 由高频电流产生的高频磁场使工作气体离

子化并呈火焰状放电激发待测样品

检测限低、灵敏度高、分析速度快，可

测定几乎所有的元素

运行费用高、需要好的操作经验、样品介

质影响较大 [44]

ICP-AES ICP 和 AES 联用 分析速度快、检测限低、基体效应小、

精度高、应用广泛

破坏分析样品、仪器昂贵及维护成本高、

需要预处理样品等 [45]

LIBS 原子外层电子激发 分析速度快、无损分析、制样简单 成本较高，基体效应大，激光本身会产生

干扰，实用性较差，精确度比 XRF 差 [27]

EDXRF 原子内层电子激发；元素不同特征激发能

不同

分析速度快、灵敏度高、无损样品、绿

色环保、制样操作简单、范围广，适

合现场分析及多种元素分析 [46]

光谱构成较复杂、特征峰会发生重叠等

图 1　EDXRF 仪的硬件系统

Fig 1　Schematic diagram of EDXRF spectrometer
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南非草药茶中的重金属元素的含量，并以此判定
饮用这些南非凉茶是否会对消费者的健康造成潜
在威胁。王毅等 [61] 运用 EDXRF 法测定山楂中的
有害金属元素 As、Cr、Pb 的含量，并将 EDXRF
的测量结果与 ICP-AES 对比，结果表明 EDXRF
法测定准确，适用于大量中药材金属元素的快速
测定。Huang 等 [62] 应用 EDXRF 技术定位监测黄
连中的 Cr 元素，取得了较好的效果，为其他中
药材中 Cr 元素的快速分析检测提供了参考。张辉
等 [63] 利用 EDXRF 法快速测定中草药中的 Cd 元
素，其结果满足 GB/T4889—2008 数据的统计处
理标准。Caniglia 等 [64] 利用 EDXRF 光谱法测定
了暴露在城市和高度工业化地区的地衣中的 Cr、
Fe、Ni、Cu、Zn 和 Pb 的含量，结果显示随着暴
露的时间增加，地衣中的金属浓度都增加。
　　药材种植的土壤是中药材受重金属污染的源
头，对种植土质的检测也是理清污染源头的方法，
但是目前很多仪器无法进行现场检测。而便携式
EDXRF 仪可以进行原位现场分析，不受环境条件
限制，拓宽了中药材的分析方法。
2.3　EDXRF 技术在中药材产地溯源中的应用

　　药材质量受多种因素影响，其中一个比较重
要的因素就是产地，中药组成和含量取决于生长
期间的环境条件，药材元素含量反映生长土壤的
元素组成，因此对中药材的产地进行识别非常重
要 [65-66]。多元素图谱可以作为确定产地的有用工
具，EDXRF 技术是多元素图谱分析常用技术之
一。Ocvirk 等 [67] 采用非破坏性 EDXRF 技术对
世界各主要产区啤酒花植物的多元素图谱进行
了测定，从而确定啤酒花的来源产地。Fiamegos
等 [68] 使用 EDXRF 法结合化学计量模型分析蜂蜜
中 Cl、K、Ca、Fe、Zn、Mn 和 Rb 等 元 素 的 组
成，结果显示 K 元素的含量变化最大，而在化学
计量模型的帮助下，不同元素的质量分数差异可
以确认蜂蜜商业化标签上所示的植物品种和地理
来源。Choi 等 [69] 使用 EDXRF 法鉴别芝麻来源，
其结果显示，除 Fe 外，所有元素均表现出差异，
96.5% 的种子样品为正确的来源。Fiamegos 等 [70]

运用 EDXRF 对来自西班牙中西部 23 个地区的原
产地命名保护（PDO，Protected Denomination of 
Origin）辣椒产品进行分析，从而确定产品的地
理来源。
2.4　EDXRF 技术在中药材的真伪鉴别中的应用

　　在中药材市场上，存在同名不同种，同种不同
名以及药材间相互伪充等问题，造成中药材质量下

降，从而影响中药的作用发挥。因此，鉴别中药材
的真伪是中药质量控制的关键。一般在中药材真伪
鉴别中最常用的方法是红外光谱法，但是其测定结
果会受到样本所处的检测环境和条件影响，同时样
本本身性质会因环境改变而产生一定的变化，使测
量结果的准确性降低 [71-73]。EDXRF 是一种高通量
多元素检测分析技术，不需要复杂的样品预处理，
因此是常规控制检测分析的理想选择 [74]。如饶秀
勤等 [75] 选用 EDXRF 技术结合模式识别技术对 4 种
茶叶进行鉴别，结果表明不同产地的茶叶其元素含
量有所差异。Li 等 [76] 应用 EDXRF 技术替代显微
和组织化学等方法来区分正宗发菜和假冒品，结果
显示除了在显微镜下观察到原核细胞的珠状细丝的
存在外，正宗发菜显示出具有代表性的元素指纹。
Masten 等 [77] 使用 EDXRF 对市售螺旋藻补充剂的
元素进行表征，将测量结果与其标签上的营养成分
表比较，结果显示 Fe、Mn、Ca、Zn 和 P 等元素含
量与营养成分表上的说明均有不同程度的偏差。
　　在中药材的真伪品鉴别中，为了能够快速鉴
定，传统鉴别方法会对检测样品进行预处理，因
此不可避免地使用一些化学试剂，这会造成残留
和污染等问题，而 EDXRF 技术可以有效地排除
来自仪器、试剂和环境的污染源。
3　讨论

　　EDXRF 技术虽然具有多种优势，但其较少用
于中药领域。究其原因，有以下几点可能：其一，
中药现代化的发展过程中，人们大多致力于寻找
中药中的有机化合物以期阐明中药的物质基础
及其发挥作用的机制，对于中药材中的元素组成
关注度不高，而 EDXRF 技术主要是用于元素定
性定量分析；其二，过去人们对于中药材重金属
残留重视度不够，限量标准在近几年有更严格的
规定，各种新型检测技术才开始得到应用 [56，78]；
其三，由于早期的探测器精确度和灵敏度不高，
EDXRF 技术发展遭到限制，人们优先选择了其他
精确度较高的分析技术，导致 EDXRF 技术在中
药中的应用滞后。
　　作为一种绿色的多元素快速检测分析技术，
EDXRF 技术符合可持续发展的环保理念。在与
同类技术相差无几的精确度检测水平下，对昂
贵、数量少或前处理步骤复杂的样品进行检测分
析有突出优势，而中药里有许多名贵药材，选择
此技术可能有利于降低研究成本。对大量样本数
的多元素分析也能快速完成，可有效缩短实验时
间 [79]。因此，在实际应用中，可以根据检测目的
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出发，选择适当方法或与其他技术联用，从而发
挥 EDXRF 技术在中药质量分析的多个环节应用中
的优势。
4　展望

　　虽然 EDXRF 技术有很多优势，但仍然具有
一定的局限性，由于极端矩阵效应、光谱重叠及
基质效应的影响，导致在计算特征峰位和峰面积
上存在困难 [80-81]；在 X 射线的产生过程中会有噪
声产生，这不仅会降低分辨率，还会影响特征峰
的识别 [32-33]；探测器的分辨率有限，导致其检测
的灵敏度不够高 [35-36]。针对以上问题，可以安装
矩阵效应校正程序、初级过滤器和真空气氛装置、
改进背景估计算法以增加 EDXRF 技术分析的灵
敏度。还可以结合多种其他分析技术手段如扫描
电子显微镜（SEM）、傅里叶红外光谱（FTIR）
等，对样品进行前处理 [39，82-83]。目前，在研究
EDXRF 的探测器以提高其精确度和灵敏度的同
时，大多研究已将 EDXRF 技术与其他技术进行
联用应用，其结果均比单独使用 EDXRF 好 [84]。
综上所述，随着多种技术的联用和光谱仪体积的
逐渐减小，EDXRF 技术在中药材中的应用将朝
着高精确度、高灵敏度、高稳定性、低功率和小
型化的方向发展。
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改善外泌体应用局限性的研究进展
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摘要：外泌体是一种由细胞分泌的纳米级胞外囊泡。有研究表明，外泌体在疾病治疗和药物递送

系统中有较高的研究价值和临床应用前景。然而，产量低、功能不全面、储存困难等因素限制了

外泌体的临床转化。本文就近几年来如何解决上述问题进行综述，以期为后续研究提供参考。
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Abstract: Exosomes are nanoscale extracellular vesicles secreted by cells. Studies have shown that 
exosomes have high research value and clinical application prospects in disease treatment and drug 
delivery systems. However, factors such as low yield, incomplete function, and difficult storage limit 
the clinical transformation of exosomes. We reviewed related articles in recent years, solutions for the 
above problems, which is an important reference for future research. 
Key words: exosome; liposome; hybrid exosome; artificial exosome; drug carry

作者简介：张茜，女，在读硕士研究生，主要从事脂质体在外泌体作用的研究，email：ochjod@163.com　* 通信作者：鲁卫东，女，

教授，硕士研究生导师，主要从事脂质体在外泌体作用的研究，email：13064244163@163.com

　　 外 泌 体（exosomes） 是 一 种 细 胞 分 泌 的
纳米级胞外囊泡，其主要成分包括蛋白质、
microRNAs 和脂质等。外泌体作为细胞间胞质蛋
白、核酸和脂质的转移载体发挥运输调控作用，
所以外泌体被认为是细胞间通信的核心部分 [1-3]。
目前，外泌体已知的生物功能包括调控受体细胞
基因转录和翻译、调节细胞代谢和增殖、促进血
管生成和伤口愈合、参与中枢和外周系统的免疫
调节、参与细胞凋亡与分化等 [4]。外泌体的功能
虽然强大，但产量低 [5-6]、功能不够全面 [7-9]、储
存与运输条件苛刻 [10] 等问题限制了其临床转化。
随着研究的不断深入，外泌体存在的问题已得到
一定程度的改善，本文就近年来如何解决上述问
题进行概述，以期为后续研究提供参考。
1　提高外泌体产量

　　外泌体是多囊泡体（MVB）与质膜（PM）融
合后从细胞释放的纳米级膜囊泡，在细胞间通信
和许多生物学过程中起重要作用 [11]。已报道的几
种有关外泌体的产生机制，主要包括神经元的质
膜去极化 [12]、Ca2 ＋内流 [13]、Rab GTPase 家族的

参与 [14] 等。外泌体产生后，由内吞作用导入的
早期内体被分类到晚期内体，然后形成 MVB[15]，
在 MVB 与 PM 的胞外融合后，通过几种信号通
路被释放 [16]，最典型的机制涉及内吞体分选转运
复合体（ESCRT）。其机制由四个蛋白质复合物
（ESCRT-0，ESCRT-Ⅰ、ESCRT-Ⅱ、ESCRT-Ⅲ）
以及辅助蛋白质（Alix、VPS4、VTA-1）组成，这
些蛋白质按顺序依次与外泌体结合并形成腔内囊
泡（ILV）[17]。值得注意的是，ESCRT-Ⅲ复合物可
通过形成螺旋，诱导囊泡向内萌芽和裂变，从而
形成 MVB[18-20]（见图 1）。有研究表明，外泌体产
生的另一种途径涉及神经酰胺的合成，这与诱导
囊泡弯曲和出芽的机制有关 [21]。某些外泌体的释
放已被证明优先依赖于神经酰胺的合成 [22-23]。已
提出的第三种用于外泌体生物发生的机制与四棘
蛋白介导的特定蛋白质有关，例如淀粉样蛋白、
黑素体前蛋白（PMEL）等 [23-24]。虽然外泌体的产
生与释放机制已部分明确，但其依旧存在产量低
的缺点。现有研究表明可通过使用高产干细胞 [25]、
低水平电处理（ET）、诱导脑蛋白（KIBRA）过表
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达、将肿瘤细胞与脂质体共孵育等方法提高外泌
体产量。

图 1　外泌体的形成过程 [6]

Fig 1　Exosome formation process[6]

　　培养细胞的 ET 可激活细胞内信号传导并诱
导内吞作用，因此 Fukuta 等 [26] 大胆猜想 ET 也会
提高外泌体产量，于是将两种细胞系 [B16F1 鼠
黑色素瘤（代表性癌症细胞系）、3T3 瑞士白化病
细胞（正常细胞系）] 分别进行 ET。结果表明 ET
不仅可以增加 B16F1 鼠黑色素瘤细胞和 3T3 瑞士
白化病细胞的细胞外囊泡（EV）分泌，还显著增
加了通过超速离心收集的 EV 颗粒的数量和蛋白
质量，且对外泌体标志蛋白的表达、颗粒数与蛋
白质量的比率、细胞毒性或颗粒分布无影响。
　　Rab27a 是一种调节 MVB-PM 对接的鸟苷三
磷酸酶家族（GTPase）。而 KIBRA 作为一种适
配器样蛋白，在稳定 Rab27a 不被降解方面起着
至关重要的作用。KIBRA 通过泛素 - 蛋白酶体途
径防止 Rab27a 的泛素化和降解。Song 等 [11] 研究
表明 KIBRA 是稳定 Rab27a 的衔接子样蛋白，而
Rab27a 可控制体外和体内的外泌体分泌。通过敲
低或过表达神经元和足细胞细胞系中的 KIBRA 基
因导致外泌体分泌减少或增加。通过比较 KIBRA
基因敲除小鼠和野生型小鼠大脑之间的蛋白质谱

显示，KIBRA 基因敲除小鼠大脑内 Rab27a 显著
降低。因此，可通过诱导 KIBRA 过表达来抑制
Rab27a 的蛋白酶体降解从而促进外泌体的分泌。
　　有研究表明将肿瘤细胞与具有不同理化性质
的脂质体制剂一起孵育可促进外泌体的分泌并增
加外泌体的产量 [27]。Emam 等 [28] 通过研究表面蛋
白和外泌体摄取以了解细胞与脂质体的孵育是否
会改变这些外泌体的生物学特性，结果表明，基
于液体涂料（1，2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoe-
thanolamine）的阳离子脂质体比基于固体涂料氢
化大豆磷脂酰胆碱（HSPC）的脂质体更有效地
提高了外泌体产量，并且由固体阳离子脂质体诱
导的外泌体出现了标志蛋白如 CD9、flotillin-1、
annexin-A2 和 EGF 缺失的现象。在外泌体摄取实
验中，未诱导的外泌体和液体阳离子脂质体诱导
的外泌体的摄取量高于固体阳离子脂质体诱导的
外泌体。此外，收集的外泌体摄取倾向取决于用
于孵育的脂质体制剂的性质。
2　优化外泌体功能

2.1　杂化外泌体（脂质体 - 外泌体）

　　通常，杂化外泌体是通过将外泌体与脂质体
结合来制备的，可赋予脂质体生物功能，并可广
泛应用于细胞外囊泡的药物递送系统 [29]。杂化
外泌体同时具备外泌体和脂质体的优良特性，如
优异的生物相容性、高载药量、延长的循环时
间，单核吞噬细胞系统（MPS）不清除，免疫逃
逸性以及精确靶向肿瘤部位以快速释放药物 [30-32]。
Li 等 [33] 通过超声、膜融合和挤压等方法将外泌体
和脂质体杂交，构建了仿生纳米颗粒 HENPs。透
射电子显微镜图像显示 HENPs 的形态为均匀的
圆形，粒径为（125±6）nm，聚合物分散性指数
（PDI）始终小于 0.2；Western blot 结果显示，天
然外泌体和 HENPs 中 CD47、TSG101 和 CD9 的
表达水平差异较小，并且与外泌体和脂质体相
比，HENPs 在血液循环中更稳定。这提示 HENPs
在保留原有生物特性的同时，具有更好的稳定
性。但是，由于外泌体尺寸较小，在封装外源大
核酸（例如 CRISPR/Cas9 系统）方面效率有限 [34]。
Lin 等 [9] 将 HEK293FT 细胞衍生的外泌体与表达
CRISPR/Cas9 的脂质体在 37℃下简单孵育 12 h，
得到了杂交 NPs。杂交 NPs 通过将 CRISPR/Cas9
传递给间充质干细胞（MSCs），并在 MSCs 中表
达封装的基因来实现基因编辑。
　　目前，天然外泌体存在稳定性差、组织靶向
性不足等缺点，使其临床转化应用受限。近年采
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用生物工程技术对外泌体进行修饰，获得了有特
定功能的工程化外泌体，在疾病的靶向治疗方面
发挥了重要作用。通过工程化外泌体（用 CD47 转
染）和脂质体的膜融合形成的杂化纳米粒增加了药
物递送效率并避免了 MPS 的清除 [35]。Cheng 等 [31]

通过将基因工程外泌体与载药热敏脂质体融合，
设计了一种名为 hGLV 的杂化外泌体，证明了
CD47 过表达的 hGLV 在血液循环中更加稳定，并
通过阻断 CD47信号阻止了巨噬细胞介导的肿瘤细
胞吞噬作用；此外，所得的 hGLV 可以显著靶向
小鼠的同源肿瘤，实现肿瘤部位的优先积累。重
要的是，hGLV 负载光热剂可以在静脉注射后在激
光照射下实现优异的光热治疗（PTT）。Sun 等 [36]

开发了一种负载氯膦酸盐（CLD）的混合药物递送
系统，由脂质体和成纤维细胞衍生的外泌体组成，
具有防止吞噬和靶向成纤维细胞的特性，可有效
地积聚在纤维化病变中，并表现出显著渗透肺纤
维化组织的能力，从而提高同源外泌体对成纤维
细胞的亲和力，用于治疗肺纤维化。
2.2　人工外泌体

　　天然存在的外泌体数量有限 [37]，基于外泌体
的递送系统的开发仍然面临着一些严峻的挑战，
包括缺乏标准化隔离和纯化方法，非大规模生产
和低载药效率 [38]，阻碍了它们在药物递送中的应
用。受仿生技术的启发，大量研究者转向了通过
将多种细胞类型的细胞膜蛋白整合到合成磷脂双
层中 [38]，以具有成本效益的方式制造外泌体模拟
物有助于新型纳米载体的开发。
　　将脂质体与肽结合是开发人工外泌体的简单
方法，如将经典脂质体与含有 MHCⅠ类 / 肽复合
物结合制备成人工外泌体以模拟外泌体的功能 [39]。
这些人工外泌体具有与天然外泌体相似的大小，
并有效地靶向 T 细胞、半直接地激活和扩增 T 细
胞。类似地，有研究表明，通过将 APO2L/TRAIL
与脂质体偶联，生成了大小和脂质组成类似天然
外泌体的脂质体，所得的人工外泌体对兔抗原诱
导的关节炎具有相当大的治疗作用，抗肿瘤生物
活性获得极大提升 [40-41]。另外，Vázquez-Ríos 等 [42]

开发了外泌体模拟物（EM）纳米系统，使脂质体
装载了有治疗作用的寡核苷酸，然后用整合素α6 

β4 使其具备肺器官靶向性，特异性地将药物输送
至肺腺癌细胞。与天然外泌体相比，EM 表现出与
肿瘤源性外泌体相似的肺靶向性和递送效率。
　　Lin 等 [37] 基于脂质体制造了一种抗肿瘤载
体，即人工外泌体，该人工外泌体已在临床应用

中验证了其效率和安全性，并进一步由癌膜蛋白
修饰，以实现靶向递送。光声成像表明，相比于
天然外泌体，人工外泌体在肿瘤组织更早开始累
积，进一步表明蛋白质涂层促进了人工外泌体
在肿瘤组织中的识别和保留，人工外泌体增强
了 NCI-H1299 异种移植模型中的抑制肿瘤生长
效果，并且没有明显的不良反应。通过将多种
细胞类型的细胞膜蛋白整合到合成磷脂双层中，
Zhang 等 [38] 构建了一种人工外泌体 ACES，模拟
外泌体的形态和生理组成，在此研究中，ACES
具有来自红细胞（RBC）的抗吞噬能力和来自肿
瘤细胞的同源靶向能力，在动物模型中导致药物
在肿瘤中蓄积增加、MPS 截留减少和增强抗肿瘤
治疗等。此外，为了满足个性化治疗的需求，这
种简便的构造策略允许将多个功能集成到 ACES
中，并且人工外泌体容易定制，这可为研究蛋
白质功能和细胞内相互作用的提供一个受控系
统 [43]。综上，ACES 具有大规模标准化制备、稳
定结构、高载药量和定制功能，将在临床应用中
提供合适且有前景的外泌体替代物。
3　完善外泌体的储存条件

　　外泌体的储存也具有非常重要的意义。如果
没有合格的存储技术，就无法实现长期存储。因
此，有必要开发一种方法，在相对温和的条件下
储存外泌体，并且易执行。
　　环境温度和时间被认为是影响外泌体活力和
储存数量的最关键因素，因为外泌体中的生物
活性蛋白将随着温度和储存时间的增加而逐渐降
解 [44-46]。相反，外泌体中的膜蛋白、DNA 和 RNA
似乎不受储存温度的显著影响 [47-51]。Wu 等 [52] 系
统地探索了在不同储存温度下的外泌体性质的变
化，发现－ 80℃是长期储存的最佳温度。在此温
度下可有效抑制生物活性蛋白（包括外泌体）的损
失，但在储存过程中，外泌体的性质仍会在一定
程度上发生改变 [53]。尽管外泌体在－ 80℃下储
存时表现出相对稳定性，但在大多数工厂中，在
外泌体的制造和运输过程中，这种温度难以达到。
因此需要更方便和有效的储存条件。
　　为了提高外泌体的稳定性，可在原液中引入
一些添加剂。例如，将某些蛋白酶抑制剂添加到
储存溶液中有助于保护外泌体中的化合物免受降
解 [44]。此外，解冻的组合与某些防腐剂如二甲基
亚砜（DMSO）、蔗糖和真菌一起使用也有助于提
高外泌体的回收率 [54-55]。
　　冻干，通常用于保存生物活性化合物，现已
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被用于外泌体的储存 [56]。Charoenviriyakul 等 [10]

提出一种冻干法以保存外泌体，即在冷冻过程中
使用海藻糖作为保护剂，海藻糖可以提供生物保
护作用，如稳定蛋白质、细胞膜和脂质体；减少
冷冻过程中冰的形成；防止蛋白质以及外泌体的
聚集 [10]；减少保存过程中 EV 的损失等 [57]。然
而冻干法保存外泌体的期限以及对于不同类型的
外泌体保存的适用性尚不清楚。尽管这种方法有
破坏外泌体膜的风险，但当引入保护剂时，它仍
然是外泌体储存的有效解决方案 [58]。此外，通
过引入冷冻保护剂，外泌体可以在室温下储存超
过一周，而在数量和生物活性化合物方面损失最
小 [10]，这种技术的功效与在－ 80℃下储存的功

效相似。另外，通常用于制备和储存不稳定药物
的喷雾干燥方法，也可考虑用于储存外泌体。
　　值得注意的是，不同来源的外泌体因其异质
性，在相同环境下保存的稳定性可能会大有不
同 [59]。Welch 等 [60] 研究发现，精液经过长达 30 年
的－ 80℃冷冻保存后，其外泌体的形状、物理性
质、核酸及蛋白含量和种类都没有显著变化。相
反，Maroto 等 [53] 发现，支气管肺泡灌洗液中外泌
体冷冻保存样品与新鲜样本相比，体积变大且有
一半以上的蛋白质丰度发生变化甚至消失。因此，
不同种类来源的外泌体最佳的保存条件仍需探讨。
　　外泌体存在问题的解决方法与解决效果总结见
表 1。

表 1　外泌体存在问题的解决方法与解决效果 
Tab 1　Solutions of exosome problems and results

问题 解决方法 解决效果

产量较低 ET 可刺激各类型细胞分泌外泌体 [26]

诱导 KIBRA 过表达 抑制 Rab27a 的蛋白酶降解，增加外泌体的分泌 [11]

与脂质体制剂共孵育 液体涂料强于固体涂料的促分泌效果 [27-28]

功能不够

全面

杂化外泌体 构建仿生纳米颗粒 HENPs 提高了血液循环中的稳定性 [33]

HEK293FT 细胞来源的外泌体与表达

CRISPR/Cas9 的脂质体杂化

增加药物的递送，避免了 MPS 系统清除 [9-35]

基因工程外泌体与载药热敏脂质体杂化 显著靶向小鼠的同源肿瘤，实现肿瘤部位的优先积累；可负载光

热剂，实现光热治疗 [31]

人工外泌体 成纤维细胞来源的外泌体与脂质体杂化 防止吞噬，提高了对成纤维细胞的亲和力 [36]

脂质体与合成 MHCⅠ类 / 肽复合物杂化 与天然外泌体大小相近，靶向 T 细胞且促进其增殖 [39]

APO2L/TRAIL 与脂质体偶联 对兔抗原诱导的关节炎具有良好的治疗作用 [40]

改善活性的 Apo2L/TRAIL 与脂质体缀合 克服了人类血液肿瘤细胞的化学耐药性 [41]

EM 纳米系统 具有与肿瘤源性外泌体相似的肺靶向性和递送效率 [42]

癌膜蛋白修饰的脂质体 增强了 NCI-H1299 异种移植模型中抑制肿瘤生长的治疗效果，且

无明显的不良反应 [37]

ACES 大规模标准化制备、稳定结构、高载药量和定制功能 [38]

缺少标准

化的储

存条件

原液中加入添加剂 蛋白酶抑制剂 保护外泌体中的化合物免受降解 [44]

DMSO、蔗糖和真菌 提高外泌体的回收率 [54-55]

冻干法 在冷冻过程中加入海藻糖 稳定蛋白质、细胞膜和脂质体；减少冷冻过程中冰的形成；防止

蛋白质以及外泌体的聚集，保护外泌体特性；减少分离和保存

过程中 EV 的损失 [10，57-58]

根据外泌体来源更

换保存条件

精液来源的外泌体－ 80℃冷冻保存 30 年 外泌体的形状、物理性质、核酸及蛋白含量和种类均无显著变化 [60]

支气管肺泡灌洗液来源的外泌体冷冻保存 与新鲜样本相比，体积变大且有一半以上蛋白质的丰度发生变化

甚至消失 [53]

4　前景和展望

　　外泌体在生物治疗方面具有很大的应用前
景，但由于天然外泌体产量低、无标准化外泌体
储存方法导致外泌体仅处于初步临床试验阶段，
不同来源外泌体存在异质性，相同条件下储存不
同源外泌体其稳定性可能大有不同 [58]。因此，需

要一个标准的制造指南来减少外泌体的异质性。
杂化外泌体（外泌体 - 脂质体）和人工外泌体面临
的最大挑战包括制备方案、表征和生物相容性问
题。将来，结合上述策略的各种组合，可以确定
生产所需外泌体的最佳方法。
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胆固醇结晶相关的疾病以及消除结晶的治疗策略
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摘要：胆固醇是构成细胞膜的重要组成成分，也是人体内类固醇激素和胆汁酸等多种重要物质

的合成原料。但是胆固醇水溶性极低，在吸收、代谢和排泄过程中易发生异常而结晶，导致各

种疾病。本文归纳了体内胆固醇结晶导致的动脉粥样硬化、胆结石、老年性黄斑等疾病的特点，

以及临床上或者研究中针对消除胆固醇结晶所采取的治疗措施，以期为抑制或者消除胆固醇

结晶从而治疗胆固醇结晶相关疾病提供理论依据和参考。

关键词：胆固醇结晶；动脉粥样硬化；胆结石；老年性黄斑；治疗策略
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Cholesterol crystals related diseases and elimination strategies

ZHANG Jie1, YANG Qiu-sheng1, PENG Xu-cong1, FAN Xing-hui1, CHEN Qing1, SHU Xin-
hua1, 2, TAN Zhou-jin3, LIU Min-zhuo1*, ZENG Zhi-hong1* (1. College of Biological and Chemical 
Engineering, Changsha University, Changsha  410022; 2. Department of Biological and Biomedical 
Sciences and Vision Science, Glasgow Caledonian University, Glasgow  UK  G4 0BA; 3. Medical 
School, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha  410208)

Abstract: Cholesterol plays a crucial role in the human body as a precursor of steroid hormones and 
bile acids, in addition to forming the structure of cell membranes. Since cholesterol is insoluble in 
water, it may be crystallized during the ingestion, synthesis, absorption, and excretion of cholesterol, 
and then cause many diseases. We reviewed the formation and characteristics of cholesterol crystals 
in atherosclerosis, gallstones, and age-related macular degeneration, and strategies of inhibiting or 
removing cholesterol crystals in clinical or experimental study. This review aims to provide theoretical 
basis and reference for the strategies of inhibiting or removing cholesterol crystals in cholesterol 
crystal related diseases. 
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　　胆固醇是人体的重要组成成分，是构成细胞
膜的重要成分，也是合成人体多种重要物质的原
料，参与类固醇如胆汁酸、肾上腺皮质激素、雌
性激素、雄性激素、维生素 D3 等物质的合成，
也参与人体内糖分、脂肪、蛋白质的代谢过程 [1]。
当胆固醇在体内吸收、分布、代谢和排泄过程中
出现异常，有可能导致体内游离胆固醇浓度发生

变化，而当游离胆固醇浓度升高，超出其溶解度
时，可引起胆固醇结晶 [2]。胆固醇结晶在多种疾
病，例如动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）和
胆结石等疾病进展中扮演重要的角色 [3-5]。因此，
研究胆固醇结晶的机制，进而避免体内胆固醇结
晶以及消除胆固醇结晶是预防和治疗这类疾病的
重要研究方向 [4，6-7]。本文将介绍几种胆固醇结晶
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引起的疾病 [ 动脉粥样硬化、胆固醇胆结石、老
年性黄斑变性（age-related macular degeneration，
AMD）及其他疾病 ]，对各相关疾病的产生原因
以及与胆固醇结晶之间的关系进行阐述，同时介
绍目前临床以及研究中关于抑制和消除胆固醇结
晶的相关策略和方法，如表 1 所示。

表 1　胆固醇结晶相关的疾病以及抑制和消除结晶的治疗策略 
Tab 1　Cholesterol crystal related diseases and inhibition and 

elimination strategies

胆固醇代谢

异常相关疾病

是否发生

胆固醇结晶
抑制和消除结晶的策略

动脉粥样硬化 是 他汀类药物；环糊精以及相关

制剂

胆固醇胆结石 是 手术去除；胆酸盐；大蒜、洋

葱和瓜尔豆等食物

老年性黄斑变性 是 暂无明确消除胆固醇结晶策略

Niemann-Pick 病 是 环糊精

阿尔茨海默病 目前无明确证据 无

胆固醇皮下结晶 是 手术去除

1　动脉粥样硬化

1.1　胆固醇结晶与动脉粥样硬化疾病形成
　　胆固醇经过消化道吸收进入体内后，主要依
靠低密度脂蛋白（low density lipoprotein，LDL）
转运到肝外组织细胞，以满足细胞对胆固醇的需
求。然而在转运过程中，胆固醇有可能结晶，继
而引发动脉粥样硬化。动脉粥样硬化可诱发多
种心血管疾病，其中冠状动脉粥样硬化引起的心
肌梗死以及脑动脉粥样硬化引起的脑梗死危害最
大，病死率最高 [8-9]。大量研究表明，胆固醇结晶
是动脉粥样硬化斑块形成过程中的关键因素和重
要组成部分 [10-11]。已有研究报道，初期形成的斑
块含有胆固醇晶体，而胆固醇结晶具有促进炎症
反应的作用，可加速斑块形成以及脱落 [11]。
　　胆固醇在血液的转运过程中以胆固醇酯的形
式存在，含有胆固醇酯的 LDL 通过胞饮或者清道
夫受体（scavenger receptor，SR）胞吞等途径被巨
噬细胞和血管平滑肌细胞吸收。进入细胞内的胆
固醇酯经胆固醇酯水解酶水解成游离胆固醇，而
游离胆固醇则可通过胆固醇酰基转移酶1（acyl-co-
enzyme A cholesterol acyltransferase 1，ACAT-
1）转变成胆固醇酯。细胞内游离胆固醇也可通
过 ATP 结 合 盒 转 运 体 A1（ATP-binding cassette 
transporter A1，ABCA1）、ATP 结合盒转运体 G1
（ATP-binding cassette transporter G1，ABCG1）、
清道夫受体 B1（SR-B1）外排至细胞外，与高密
度脂蛋白（high density lipoprotein，HDL）结合逆
转运至肝脏进行代谢和排泄。在正常情况下，细

胞内的胆固醇酯和游离胆固醇处于动态平衡，而
当胆固醇被细胞摄入与逆转运到细胞外的过程发
生异常，该平衡被打破，游离胆固醇浓度超过溶
解度形成过饱和状态，导致胆固醇结晶。胆固醇
从溶液状态发生结晶会导致细胞体积膨胀和细胞
死亡，也是引起动脉粥样硬化的斑块的形成因素
之一 [12]。此外，结晶引起的体积膨胀还会导致动
脉壁的物理损伤和炎症反应 [13]。同时，胆固醇结
晶还可作为第二信号分子诱导巨噬细胞产生 NOD
样 受 体 蛋 白 3（nod-like receptor related protein，
NLRP3）炎症小体，导致促炎因子白细胞介素 -1β
（interleukin-1β，IL-1β）分泌增加，促进炎症发
展 [14]。尖锐的胆固醇结晶体，特别是针状晶体可
刺穿斑块纤维帽，导致斑块不稳定，易于脱落，
形成血栓 [15-16]。胆固醇晶体在动脉粥样硬化形成
过程中的作用如图 1 所示。

图 1　胆固醇晶体参与动脉粥样硬化疾病形成的机制示意图

Fig 1　Mechanism of cholesterol crystals in the progression of athero-
sclerosis

1.2　动脉粥样硬化疾病治疗中消除胆固醇结晶的

策略
　　胆固醇结晶在动脉粥样硬化疾病发展过程中
扮演重要角色，因此可针对抑制胆固醇结晶开发
相应的治疗策略 [17]。
1.2.1　抑制胆固醇结晶生成　由于游离胆固醇浓
度升高导致的胆固醇结晶，而引发了动脉粥样硬
化，根据胆固醇体内过程，可以通过抑制胆固醇
生成可有效降低胆固醇浓度，抑制胆固醇过饱
和溶液形成从而抑制胆固醇结晶。他汀类药物是
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目前临床上应用最广泛的降脂药物，通过抑制
胆固醇合成限速酶 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰辅酶 A
（HMG-CoA）的活性，减少胆固醇生成，从而降
低胆固醇浓度。已有研究证明，他汀类药物还能
改变胆固醇晶体形貌和胆固醇结晶行为，添加了
他汀类药物的胆固醇溶液结晶体积膨胀率更小，
同时尖锐的胆固醇晶体变钝 [12]。美国食品药品监
督管理局（FDA）于 2020 年批准上市了新型治疗
高血脂的药物贝派度酸（bempedoic acid），该药
作用于 HMG-CoA 上游，为 ATP- 柠檬酸裂解酶
（ATP-citrate lyase，ACL）抑制剂，减少胆固醇合
成，降低血液中胆固醇的含量 [18-19]；但是贝派度
酸对胆固醇晶体形成和消除的影响，目前并无文
献报道。此外，前蛋白转化酶枯草溶菌素 9（pro-
protein convertase subtilisin/kexin type 9，PCSK9）
抑制剂也是在临床上广泛应用的降脂药物，它通
过提高肝细胞表面的 LDL 受体数量，增加血液中
LDL 的转化，从而降低血液中 LDL 的水平，达到
降血脂的作用。与贝派度酸类似，目前尚无关于
PCSK9 抑制剂对胆固醇晶体形成和消除的影响的
报道 [20]。
1.2.2　溶解胆固醇晶体　对于动脉粥样硬化斑块
中已经存在的胆固醇结晶，可通过增溶的方法清
除。体外实验表明，当鹅去氧胆酸盐和熊去氧胆
酸盐超过临界胶束浓度时，对胆固醇结晶都具有
溶解作用，其中鹅去氧胆酸盐表现出更好的体外
溶解特性 [21]。熊去氧胆酸盐在临床中被广泛用于
胆固醇性胆结石的治疗，但对动脉粥样硬化的作
用尚无相关临床试验报道 [22]。
　　环糊精具有良好的溶解胆固醇晶体的能力，
被广泛用于治疗动脉粥样硬化 [23-24]。环糊精通常
含有 6 ～ 12 个 D- 吡喃葡萄糖单元，其中最常用
的为含有 7 个葡萄糖单元的分子，也叫作β- 环状
糊精，其含有一个尺寸为 6.0～ 6.5Å 的分子空腔，
可以用来包合药物，提高药物的溶解度 [25-26]。
Kim 等 [27] 先将甲基 -β- 环糊精和辛伐他汀制备成
包合物，然后再与磷脂壳组成纳米制剂，该制剂
到达病变部位，由于胆固醇对环糊精的亲和力高
于他汀类药物，因此释放他汀类药物，而游离的
甲基 -β- 环糊精通过包合胆固醇分子，溶解胆固
醇结晶，达到协同治疗的目的。Yan 等 [28] 采用多
聚 -β- 环糊精（pCD）与苯并咪唑（BM）接枝的
硫酸葡聚糖构建 pH 敏感开关（pBM）的超分子
纳米组装体（pCD/pBM-SNA）。该组装体的 CD
腔可以在 pH 7.4 下被疏水 BM 有效密封。pCD/
pBM-SNA 进入溶酶体后，由于 BM 的质子化作
用而解体，恢复环糊精腔，将胆固醇晶体溶解为

游离胆固醇，并增强胆固醇外排，促进动脉粥样
硬化斑块的消退。然而环糊精治疗动脉粥样硬化
尚停留在实验室研究水平，将其作为治疗动脉粥
样硬化的新药或者药物载体还需进一步研究。
　　众多中药活性单体具有治疗动脉粥样硬化的
能力，例如黄连素、黄芩素、姜黄素等 [29-31]。中
药活性单体治疗动脉粥样硬化基于干预各种抗炎
通路和抗氧化机制。筛选具有抑制胆固醇成核结
晶或者溶解胆固醇晶体能力的中药活性单体，值
得进一步挖掘。
　　胆固醇结晶一旦生成，将对机体产生不可逆
的损害，所以应该尽早发现并尽快消除晶体，减
轻炎症和细胞死亡。消除动脉粥样硬化斑块中的
胆固醇结晶，还需要考虑晶体或者斑块脱落进入
血液循环造成血管堵塞。
2　胆固醇胆结石

2.1　胆固醇结晶与胆结石之间的关系
　　胆固醇在体内代谢，主要通过肝脏代谢生成
胆汁酸，以胆汁形式排入肠道，乳化食物中的脂
质。胆固醇在代谢过程中发生异常，引起胆固醇
浓度过高，则可能生成胆结石。胆结石病是最常
见的胃肠道疾病之一，在成年人群中的患病率为 
10% ～ 15%[32]，根据结石的化学成分可分为胆固
醇性胆结石、胆红素结石和混合性结石 [33]。胆囊
内形成结石后，可刺激胆囊黏膜，不仅可引起胆
囊的慢性炎症，而且当结石嵌顿在胆囊颈部或胆
囊管后，还可以引起继发感染，导致胆囊的急性
炎症 [32]。此外，结石对胆囊黏膜的慢性刺激，还
可能导致胆囊癌的发生 [32]。
　　胆固醇胆结石几乎完全在胆囊中形成，因此
胆囊的微观环境变化对胆结石形成至关重要。胆
固醇性胆结石可能与胆囊内胆固醇的浓度和性质
改变有关。胆固醇结晶形成过程如图 2 所示。胆
汁中的胆固醇过饱和引起胆固醇结晶是胆固醇结
石形成的第一步 [33-35]。为了验证胆固醇结晶与胆
结石形成的关系，Sedaghat 等 [3] 通过十二指肠插
管法对 54 例患者（8 例无症状胆结石）进行了胆
囊胆汁检查，研究分析胆汁样品中是否出现胆固
醇晶体，并建立与胆固醇饱和度的百分比之间的
关系。结果显示 8 例无症状胆结石患者的胆汁的
胆固醇饱和度为（142±42）%，其中 5 例患者出
现晶体。其他患者中，36 例为过饱和胆汁 [ 胆
固醇饱和度为（166±44）%]，10 例为不饱和胆
汁 [ 胆固醇饱和度为（81±24）%]。在 26 例有症
状的胆结石患者中，7 例胆红素结石患者的胆汁
中未观察到晶体，但在其他 19 例胆固醇性胆结石
患者的胆汁中均存在胆固醇晶体，提示胆固醇结
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晶可能是形成胆固醇性胆结石的重要因素。

图 2　胆固醇胆结石形成的过程和影响因素

Fig 2　Role of cholesterol crystals in the progression of cholesterol 
gallstone and influence factors

2.2　胆结石治疗中抑制和消除胆固醇结晶的策略
　　对于已经有腹痛和腹胀等临床症状的胆结石
患者，需要通过手术进行治疗；而对无症状的结
石患者，除了手术治疗还可采用药物治疗 [36]。胆
汁中的胆固醇增溶是一个复杂的过程，其中胆汁
的其他主要成分——胆汁盐和磷脂起着至关重要
的作用，是调节胆固醇结晶的关键因素 [32]。早在
20 世纪 Nakagawa[36] 就发表了关于熊去氧胆酸治
疗胆结石的研究，显示了很好的治疗效果，而且
熊去氧胆酸没有肝毒性，是目前临床上应用广泛
的治疗胆结石的药物。体外实验研究胆酸盐对胆
结石溶解的机制时发现，当鹅去氧胆酸盐和熊去
氧胆酸盐超过临界胶束浓度时，对胆固醇结晶都
具有溶解作用，其中鹅去氧胆酸盐表现出更好的
体外溶解特性 [21]。
　　胆汁中其他成分对胆固醇结晶也有影响，例
如载脂蛋白和黏蛋白等 [37]。有研究显示通过改变
特定蛋白含量可以调控胆固醇结晶的成核时间，
在一项大鼠实验中发现，食用大蒜和洋葱具有抗
胆结石的潜力：将喂养致结石饲料的大鼠胆汁和
含大蒜 / 洋葱饲料喂养的大鼠胆汁进行混合，胆
固醇结晶成核时间延长，结果显示喂养致结石饲
料组的大鼠胆汁中低分子量蛋白可促进胆固醇晶
体生长，而喂养大蒜和洋葱组的大鼠中胆汁中低
分子量蛋白能有效抑制胆固醇晶体的生长 [38]。在
另外一项研究中发现瓜尔豆具有抗胆结石的潜力，
通过改变大鼠胆汁中高分子量和低分子量蛋白的
含量影响胆汁中胆固醇过饱和度指数，进而影响
胆固醇结晶 [38]。上述数据表明，除了胆道胆固

醇饱和浓度对胆固醇结晶有影响外，还存在影响
胆固醇成核和结晶的蛋白因子，而通过饮食或者
药物调控这些因子可以达到调控胆固醇结晶的目
的 [39]。对于胆固醇结石的高风险患者，提前干预，
避免胆固醇结晶成核，预防结石的形成，相比患
者已经形成胆结石再进行结石溶解，具有更大的
临床获益。此外，很多食物在动物实验中被证明
了对胆固醇结晶的成核具有很好的抑制作用，可
以有效抑制胆固醇结晶结石的形成，因此开发药
食同源的食物，对胆固醇胆结石的预防和治疗有
重要意义。
3　老年性黄斑变性

3.1　胆固醇结晶与老年性黄斑变性形成
　　胆固醇在体内的转运过程中，局部胆固醇过
饱和情况除了引起动脉粥样硬化以外，也可引起
老年性黄斑变性 [40-41]。老年性黄斑变性是一种复
杂的眼部疾病，其特征在于感光细胞的死亡以及
视网膜色素上皮（retinal pigment epithelium，RPE）
和脉络膜毛细血管层（choriocapillaris，CC）的退
化 [42]。临床上可分为湿性黄斑变性和干性黄斑变
性，干性老年性黄斑变性占 85% ～ 90%。随着人
口老龄化的加剧，老年性黄斑变性的发病率呈逐
年上升的趋势 [43]。老年性黄斑变性的发病机制尚
不明确，一般认为由多因素综合影响所致，如遗
传因素、视网膜慢性光损害、叶黄素缺失等 [43]。
　　一项疾病危险因素分析显示，动脉粥样硬化
是老年性黄斑变性最相关的危险因素 [40]，提示
了两种疾病之间的联系。有研究报道老年性黄斑
变性患者的视网膜色素上皮处超反射线代表胆固
醇结晶 [44]。Pang 等 [45] 采用光学相干断层扫描技
术（spectral-domain optical coherence tomography，
OCT）证实老年性黄斑变性患者的视网膜色素上
皮底的玻璃膜疣含有胆固醇结晶，而玻璃膜疣形
成是老年性黄斑变性的早期标志。
3.2　老年性黄斑变性疾病治疗中抑制和消除胆固

醇结晶的策略

　　对于湿性老年性黄斑变性，抗血管内皮生长
因 子（vascular endothelial growth factor，VEGF）
的药物雷珠单抗和阿柏西普等可通过抑制新生血
管生成，降低血管通透性，达到促进视网膜内渗
液快速吸收并改善患者视觉质量 [46]。而对于干性
老年性黄斑变性，临床上至今仍没有特效的药物
治疗老年性黄斑变性 [46]。目前的治疗仅仅起到延
缓老年性黄斑变性进展的临床效果，例如口服抗
氧化剂维生素 C、维生素 E、叶黄素等视网膜组
织营养剂，通过减少自由基对视网膜色素上皮细
胞的损害，保护感光细胞、视锥细胞 [47]。



1887

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

　　由于动脉粥样硬化与老年性黄斑变性都与胆
固醇代谢异常密切相关，而他汀类药物在治疗动
脉粥样硬化中，对调控脂质异常代谢具有显著疗
效，已有大量的研究利用他汀类药物治疗老年性
黄斑变性 [48-51]。他汀类药物可以降低视网膜色素
上皮细胞 Bruch 膜的脂质沉积，同时还具有抗氧
化和抗炎作用，降低氧化低密度脂蛋白 ox-LDL
水平 [51]。Tian 等 [52] 研究发现阿托伐他汀可以增
加视网膜上皮细胞膜的流动性从而维持视网膜上
皮细胞的吞噬清洁功能，同时也可以修复胆固醇
结晶损伤导致的视网膜上皮细胞的吞噬功能。其
他他汀类药物，例如洛伐他汀和辛伐他汀也都表
现了出了阿托伐他汀类似的效果。虽然他汀类药
物在治疗老年性黄斑变性显示良好潜力，但是目
前临床上并不推荐直接使用他汀类药物进行治疗，
因此需要更多的临床试验进行证明 [51]。
　　此外，Biswas 等 [53-54] 研究发现视网膜上皮
细胞中线粒体膜 18 kDa 转位蛋白（targeting mi-
tochondrial 18 kDa translocator protein，TSPO 18 
kDa）参与胆固醇转运。进一步研究发现，抗焦
虑症老药依替福辛靶向 TSPO，促进胆固醇代谢
和转运外排，可作为潜在治疗老年性黄斑变性的
药物 [54]。TSPO 等针对胆固醇转运和代谢的靶点
的发现和开发，有助于开发新的治疗老年性黄斑
变性的药物，或者开发治疗其他疾病的药物，达
到老药新用的目的。但目前相关的研究仅在动物
和细胞水平验证，且主要关注血液或细胞中胆固
醇浓度，对病症相关的胆固醇结晶有待进一步研
究 [54]。中药活性成分也被广泛报道用于治疗老
年性黄斑变性，主要利用中药抗氧化、抗炎、抗
衰老和抗凋亡生物活性 [55]。例如，在人视网膜色
素上皮细胞模型中，绞股蓝皂苷可以上调胆固醇
转运和代谢的基因，从而促进胆固醇外排，同时
还能抑制 ox-LDL 诱导的氧化应激和炎症，因此
绞股蓝皂苷有潜力成为治疗老年性黄斑变性的药
物 [56]。针对老年性黄斑变性相关的胆固醇结晶，
开发眼部局部制剂消除结晶，改善患者视力，是
后续研究可重点考虑的方向之一。
4　其他与胆固醇结晶相关的疾病以及治疗策略
4.1　C- 型 Niemann-Pick 病

　　胆固醇代谢相关基因突变有可能导致胆固
醇代谢异常从而引发胆固醇结晶，例如 C 型
Niemann-Pick 病（Niemann-Pick disease type C，
NPC）是常染色体隐性遗传疾病，约 95% 患者 18
号染色体 NPC1 基因突变，少部分 14 号染色体
的 NPC2（HEl）突变。NPC 基因突变引起脂质代
谢异常，导致大量游离胆固醇和鞘脂类沉积在溶

酶体和内涵体中，从而累及肝、脾、脑等多脏器
病变。目前对于 C 型 Niemann-Pick 病仍然缺乏有
效的治疗。环糊精被广泛研究用于治疗动脉粥样
硬化，因为其具有溶解胆固醇晶体的能力 [23，27]。
Rosenbaum 等 [57] 在细胞和动物水平发现环糊精
对 C 型 Niemann-Pick 病有潜在的治疗效果。用环
糊精短暂处理的细胞会使胆固醇酯化增加，向内
质网的胆固醇传递增加。环糊精介导的胆固醇从
内吞系统的转运增强可以减少胆固醇在 NPC1 或
NPC2 缺陷细胞中的积累。研究还发现甲基 -β- 环
糊精比羟丙基 -β- 环糊精在减少 NPC 突变细胞中
胆固醇结晶积累方面更有效，形成的胆固醇结晶
更少 [57]。对该类疾病患者，采用基因治疗是根治
的最优策略，对胆固醇结晶进行消除，属于对症
治疗，目前临床上还无针对性的治疗药物。
4.2　阿尔茨海默病
　　阿尔茨海默病与胆固醇代谢也有关联 [58]，
研究发现β- 淀粉样蛋白是构成老年斑的主要物
质，而细胞膜中的胆固醇是淀粉样蛋白聚集的诱
因 [59]。Wang 等 [60] 也发现了胆固醇与阿尔茨海默
病之间的联系，抑制星形胶质细胞胆固醇的生成
可减少β- 淀粉样蛋白的产生，从而阻止阿尔茨海
默病的发展。但胆固醇结晶是否存在于阿尔茨海
默病患者的病灶中，有待进一步研究，目前尚无
针对性的药物治疗策略。
4.3　胆固醇皮下结晶
　　此外，身体其他部位也有可能产生胆固醇结
晶，例如，许凤丽等 [61] 报道了 1 例胆固醇皮下
结晶，患者左侧臀部皮下有一个约豌豆大小的结
节，质硬，活动度差，组织病理示胆固醇结晶。
该患者的胆固醇结节最终予以手术切除，口服降
脂药物进行治疗后无复发。但该病的报道并不常
见，而且机制并未进行深入探讨，目前尚无相关
的药物治疗策略。
5　结论与展望
　　多种疾病与胆固醇代谢异常相关，胆固醇代
谢异常可导致胆固醇结晶，而结晶又加重疾病进
展。抑制和消除胆固醇结晶，是治疗与胆固醇结
晶相关疾病的常用方法。胆固醇结晶包括成核与
晶体生长，避免成核可以有效避免结晶产生，可
从源头上进行治疗，从根本上避免晶体对机体的
损害，而抑制晶体生长，可以延缓疾病的进展。
目前临床上他汀类药物抑制胆固醇的生成，对动
脉粥样硬化具有良好的治疗效果，而熊去氧胆酸
对胆固醇胆结石具有较好的消除作用。针对不同
疾病中的胆固醇结晶，需要不同的药物治疗，可
能与特定疾病发病机制和发生部位微观环境有
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关。不同疾病之间的药物治疗策略是否可以借鉴
和参考，达到老药新用的目标，值得深入研究。
此外，中药活性单体成分在抗炎等方面体现出较
好的效果，而抗炎治疗，主要针对胆固醇结晶形
成后对细胞以及组织造成的炎症反应。筛选抑制
和消除胆固醇结晶的中药活性成分，应用中药活
性单体成分与现有的治疗药物进行联合，可能达
到意想不到的效果。消除胆固醇结晶过程中，胆
固醇结晶可能发生脱落而造成栓塞等其他危害，
需要在治疗过程中予以关注。
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纳米载药技术在几种常见自身免疫性疾病模型中的 
应用研究进展
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摘要：自身免疫性疾病（AD）是由于自身抗原免疫耐受紊乱导致机体损害的一类疾病。大多

数患者在临床诊断期间常出现组织破坏和并发症，严重影响患者生活质量。目前，对 AD 的治

疗主要包括广谱抗炎药物或非特异性的免疫抑制药物。然而，长期和广泛使用免疫抑制剂和细

胞毒性药物会降低身体的正常免疫反应，并增加罹患癌症和感染的潜在风险。作为一项有巨大

潜力的生物医学领域新技术，纳米载药技术具有可控、稳定和靶向性的特点，近年来被广泛应

用于 AD 等疾病的治疗中。本文综述了纳米载药技术在几种常见 AD 中的最新应用研究，旨在

为后续基于纳米载药技术的治疗方法提供新的思路，并支持临床应用转化。

关键词：纳米载药；自身免疫性疾病；抗风湿药物
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Research progress in nano-drug loading technology in  
autoimmune disease models
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Abstract: Autoimmune diseases (AD) are caused by disorder of immune tolerance to autoantigens. 
Tissue destruction and complications often occur in most patients during clinical diagnosis, which 
seriously affects the quality of life of patients. So far, the treatment for AD mainly includes broad-
spectrum anti-inflammation drugs or non-specific immunosuppressants. However, long-term and 
widespread use of immunosuppressants and cytotoxic drugs reduces the body’s normal immune 
responses and increases the potential risk of cancer and infection. As a new technology with great 
potential in biomedicine, nano-drug loading technology has the characteristics of controllability, 
stability and targeting, and has been widely used in the treatment of AD and other diseases in recent 
years. In this review, we summarized the latest application of nano-drug loading technology in 
common autoimmune diseases, to provide new strategies for the treatment based on nano-drug loading 
technology and support clinical application transformation. 
Key words: nano-drug loading; autoimmune disease; antirheumatic drug
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　　纳米技术以纳米科学为基础，研究纳米尺寸
范围内材料的性质及其应用。在过去二十几年间，
生物医学领域见证了纳米载体封装化合物研发及

其用于治疗各种疾病，以及检测特定物质或标志
物研究的爆炸性增长。目前，国内外批准应用
或已经进入临床试验的纳米药物递送系统（简称
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“纳米药物”）已经有数十种。我国已经投入应用
于肿瘤治疗领域的纳米药物有戈舍瑞林缓释植入
剂 [1]、阿霉素脂质体 [2]、白蛋白结合型紫杉醇 [3-5]、
紫杉醇脂质体 [6-7] 等。同时，广泛的研究评估了
由具有不同形状、大小、表面化学和结构的各种
材料产生的纳米颗粒的效能 [8]。许多活性药物成
分，包括化疗药物 [9]、细胞因子 [10]、核苷酸 [9]、
肽 [11] 和免疫抑制剂 [12] 等，已经被单独或组合性
地封装或修饰在这些化合物上，并通过不同的给
药途径递送到相应的疾病动物模型中，用于研究
该药物对相关疾病的治疗效果。
　　 自 身 免 疫 性 疾 病（autoimmune diseases，
AD）是由于自身抗原免疫耐受紊乱导致机体损害
的一类疾病 [13]。AD 包括器官特异性 AD 和系统
性 AD。器官特异性 AD 是指患者的病变一般局
限于某一特定的器官，由针对特定器官的自身免
疫反应引起，例如银屑病（psoriasis）、多发性硬
化（multiple sclerosis，MS）等。系统性 AD 是指
免疫反应造成全身多器官和组织的病理损伤，例
如系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，
SLE）、类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）
等。AD 发现并诊断较晚，同时病情缓解后容易
复发，大多数患者在临床诊断期间常出现组织破
坏的问题和并发症。目前，对 AD 的治疗主要包
括广谱抗炎药物或非特异性的免疫抑制药物（如
环孢素、他克莫司或皮质类固醇）等。这些药物
主要是减少炎性细胞的增殖和抑制体内的免疫反
应，可以缓解临床症状，但不能从根本上治愈疾
病及消除并发症 [14]。此外，长期和广泛使用免疫
抑制剂和细胞毒性药物会降低机体的正常免疫反
应，并增加罹患癌症和感染的潜在风险 [15-17]。近
十几年来，研究人员一直努力开发在不损害正
常免疫功能的情况下，特异性抑制免疫反应的疗
法，最终目标是恢复免疫稳态 [18]。作为一项有
巨大潜力的生物医学领域新技术，纳米载药技术
具有可控、稳定和靶向性的特点，被广泛应用于
AD 等疾病的治疗。本文综述了纳米载药技术在
SLE、RA、银屑病和 MS 这几种常见 AD 中的最
新应用进展，旨在为后续基于纳米载药技术的治
疗提供新的思路。
1　纳米载药技术在几种常见 AD治疗中的最新应用
1.1　SLE
　　SLE 是一种慢性自身免疫性炎症性疾病，其
特征在于中枢和外周耐受性丧失、自身抗体的出
现、免疫复合物的积累以及浸润白细胞对重要组
织的广泛损害 [19-21]。SLE 几乎在所有器官中都表
现出一定的症状，从皮肤红斑到危及生命的肾小

球肾炎 [21]，该病无法治愈，对患者来说是一种
严重的疾病负担。SLE 的标准治疗依赖于非甾体
抗炎药物、皮质类固醇、抗疟药物和细胞抑制剂
联合使用的长期治疗 [22]。在过去五十年中，SLE
的病死率显著下降 [23]，归因于使用免疫抑制剂
以及更好的支持治疗和早期诊断。然而，难治性
SLE 的存在和持续使用免疫抑制剂的众多不良反
应 [24-25] 迫使我们研究新的替代疗法。近年来，基
于纳米技术而开发出的治疗或检测体系受到广泛
的关注。
　　基于纳米颗粒的递送系统，可以选择性地将
药物递送到发炎的组织或特定细胞，能够改善药
物的疗效并且减轻不良反应。免疫抑制剂如环孢
素 A 常用于治疗各种免疫性疾病，包括 SLE，但
无反应率高和不良反应多，而免疫抑制剂的靶向
递送可以帮助克服这些问题。Ravi Kumar 团队
开发了一种可以生物降解的配体共轭纳米颗粒靶
向 CD71 分子（转铁蛋白受体 1）的药物递送系
统 [26]。CD71 存在于肠上皮、绒毛间隐窝和派氏
集合淋巴结 [27]，T 细胞表达 CD71 是其成熟所必
需的 [28]。研究者假设递送环孢素 A 定向 CD71 到
淋巴系统将改善 SLE 小鼠的肾小球肾炎，并设计
了一系列的实验，评估了该递送系统的可靠性。
结果与游离环孢素 A 相比，该递送系统增强了淋
巴细胞的靶向性，说明其具有转化为 SLE 有效治
疗方法的潜力。显然，该纳米递送系统运用纳米
颗粒的缓释作用达到了环孢素 A 低剂量高效能的
目的，但是 CD71 作为该系统的定向靶点需要考
虑其在实际淋巴细胞表面的表达水平，否则该方
法在临床转化应用中将面临更多的考验，例如脱
靶效应。
　　在 SLE 的发病机制中，免疫细胞间的相互
作用和调节性 T 细胞稳态丧失起到至关重要的
作用 [29-30]。因此，限制辅助性 T 细胞（helper T 
cells，Th）与 B 细胞的过度协作以消除自身抗体
的产生，同时恢复调节性 T 细胞对效应性 CD4 ＋

T 细胞的控制，是一种有效治疗 SLE 的策略。
段友容团队设计研究了负载雷帕霉素的 ICOS/
CD40L 双特异性纳米颗粒，以实现疾病特异性方
式的多靶点治疗 [12]。利用来自 SLE 小鼠或患者
的 Th 和 B 细胞的离体共培养分析以及体内 SLE
小鼠模型，研究者证实了负载雷帕霉素的 ICOS/
CD40L 双特异性纳米颗粒选择性地靶向 SLE Th
细胞，并通过靶向共刺激双信号通路有效地抑制
了 Th-B 细胞的相互激活，显著缓解了两种 SLE
小鼠模型（诱导性 SLE 小鼠模型和自发性 SLE 小
鼠模型）的疾病进程。相较于其他纳米颗粒，该
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研究以疾病特异性方式对 SLE 进行多靶点治疗。
同时，该纳米颗粒具有长循环能力，优先靶向
SLE Th 细胞，并且在抑制 Th 细胞与 B 细胞相互
作用方面及递送雷帕霉素中有协同作用，以最小
的脱靶毒性恢复调节性 T 细胞的稳态 [12]。这种双
特异性抗体的独特功能性纳米颗粒为 SLE 的治疗
提供了一种新的联合治疗策略。
1.2　RA
　　RA 是一种与慢性炎症过程相关的系统性自身
免疫性病变，可损害关节和关节外器官，包括心
脏、肾脏、肺、消化系统、眼睛、皮肤和神经系
统 [31]。RA 的病理特征在关节中主要有滑膜细胞
增生、间质大量炎症细胞浸润、自身抗体产生以
及软骨和骨组织破坏 [32]。虽然研究者们已经提出
了许多生物分子机制，但 RA 的病因尚未完全阐
明。目前一种较为主流的假说是瓜氨酸化异常导
致抗瓜氨酸化蛋白抗体的产生 [33-34]。尽管近年来
在治疗 RA 方面的理解和经验方面取得了重大进
展，但是对 RA 的有效治疗仍然是一个挑战。同
时，对控制抗体产生的分子机制缺乏了解，常导
致治愈疾病非常困难。目前，缓解 RA 症状和减少
疾病进展的主要方法仍然是药物治疗，例如有助
于维持关节功能的抗风湿药物（disease-modifying 
antirheumatic drug，DMARD）。如果 RA 患者的症
状控制不理想，则需要使用非甾体抗炎药物和糖
皮质激素作为减少炎症的辅助治疗。据报道，长
期使用抗风湿药物、非甾体抗炎药物和糖皮质
激素对胃肠道、肝脏、心脏和肾功能均有不良影
响 [35-37]。因此，在治疗 RA 的同时，克服这些治疗
药物的局限性非常必要。而纳米技术赋予这些药
物更高的生物相容性和更好的靶向性等。
　　地塞米松（dexamethasone，DEX）是治疗
RA 炎症的常用药物。然而，DEX 给药受到效率
低和不良反应的明显限制。为了有效地将 DEX
输送到 RA 发炎的关节并克服现有的缺陷，Zhao
等 [38] 制备了葡聚糖硫酸盐（dextran sulfate，DS）
修饰的负载 DEX 柔性脂质体水凝胶（DS-FLs/
DEX 水凝胶）。对于佐剂诱导性关节炎的大鼠 RA
模型，DS-FLs/DEX 水凝胶可以有效地渗透和积
聚在发炎的关节中，显著改善 RA 大鼠的关节肿
胀，并减少 RA 对骨骼的破坏作用。同样的，甲
氨蝶呤（methotrexate，MTX）也是用于治疗 RA
的主要药物，但严重毒性限制了其大量使用。
Mirchandani 等 [39] 使用固体脂质纳米颗粒（solid 
lipid nanoparticles，SLN）作为 MTX 的载体，同
时用透明质酸（hyaluronic acid，HA）修饰载药
SLN（HA-MTX-SLN），并在完全弗氏佐剂诱

导的关节炎大鼠模型中评估其疗效，结果发现，
MTX-SLN 和 HA-MTX-SLN 毒性均显著降低，并
增强了口服给药时药物的活性。HA 涂层进一步
丰富了 MTX 的抗风湿活性，因为它能够提高制
剂的口服生物利用度和靶向药物递送。因此，纳
米载药技术被认为是对化学药物减毒增效的有效
方式，并且设计的靶向递送平台在临床上具有增
强 RA 治疗的巨大潜力。
　　此外，炎性细胞浸润，特别是分泌各种炎性
细胞因子的 M1巨噬细胞，在 RA 的发病中起着至
关重要的作用。有研究发现基于 M1-M2 巨噬细胞
再极化的思路，将编码抗炎细胞因子 IL-10 的质
粒 DNA（IL-10 pDNA）和化疗药物倍他米松磷酸
钠（betamethasone sodium phosphate，BSP）封装
到衍生自 M2 型巨噬细胞的仿生载体 M2 外泌体
（M2 exosome，M2 Exo）中，能够有效缓解 RA
的关节炎症状 [40]。而 M2 Exo/pDNA/BSP 共递送
系统的体外效率归因于 IL-10 pDNA 和 BSP 的协
同作用，通过减少促炎细胞因子（IL-1β、TNF-α
等）的分泌和增加 IL-10 的表达来促进 M1-M2 巨
噬细胞的再极化。Yang 等 [41] 开发了叶酸（folic 
acid，FA）修饰的银纳米颗粒（FA-Ag-NPs），可
以主动递送到 M1 巨噬细胞中，协同诱导 M1 巨
噬细胞还原和 M2 巨噬细胞极化，从而实现对 RA
的有效治疗。该团队设计的纳米颗粒在未负载任
何药物的情况下，使用生物活性纳米颗粒促进
M1 巨噬细胞凋亡，同时诱导 M1 型向 M2 型巨噬
细胞再极化进行靶向 RA 治疗。显然，减少 M1
型巨噬细胞或将其转化为抗炎型 M2 表型，是缓
解滑膜炎症的一种有效策略。
1.3　银屑病
　　银屑病是一种由多种遗传和环境因素引起的
皮肤自身免疫性疾病，如创伤、药物、感染、酒
精、吸烟和压力，但其确切病因仍不清楚 [42]。其
主要特征是角质形成细胞的过度增殖和异常分化
以及真皮和表皮中免疫细胞的过度浸润 [43]，而
且以红斑、鳞屑为主的临床症状严重影响患者情
绪及生活质量。目前，银屑病的治疗主要包括局
部药物和全身药物，具体药物的选择取决于疾病
的不同阶段。局部药物主要是含有糖皮质激素
或维生素 D3 类似物的软膏，但是只对轻度银屑
病有一定的疗效，而且还可能导致皮肤刺激的问
题 [44]。重度银屑病通常需要使用全身治疗的免疫
抑制剂或生物制剂，但是这些药物都存在肝脏和
肾脏的不良反应，且可能引起免疫抑制 [45]。显
然，鉴于现有的这些治疗方案的各种缺点与药物
的毒性，长期使用会导致患者依从性差 [46]。因
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此，迫切需要改进现有的治疗方法。
　　有研究认为在银屑病局部治疗中使用纳米技
术以改进传统治疗的缺陷是公认的有效可行的策
略 [47]。研究发现，口服维生素 D3 并不能改善银
屑病患者的皮肤状况，而且由于维生素 D3高钙作
用，还会出现明显的毒性反应 [48]。这可能是由于
该分子的血浆蛋白结合率非常高，并且只有少量
的药物被递送到所需的作用部位。同时，在角质
形成细胞和成纤维细胞上发现维生素 D3 受体后，
药物递送的重点从口服转向局部。Pukale 等 [49] 将
维生素 D3 封装到由脂质（液体和固体）和聚合物
组成的多组分系统中，在咪喹莫特诱导的银屑病
小鼠模型中，负载维生素 D3 的脂质聚合物杂化
纳米颗粒凝胶作为脂质聚合物混合纳米系统递送
时，药物的功效有所提高。此外，针对银屑病因
为单药治疗反应不佳的情况，Wang 等 [50] 制备了
壳聚糖 / 透明质酸纳米凝胶（nanogel，NG），以
共载 MTX 和 5- 氨基乙酰丙酸（5-aminolevulinic 
acid，ALA）， 即 MTX-ALA NG， 促 进 MTX 和
ALA 在皮肤中的渗透，用于银屑病的联合化学
和光动力疗法，结果表明，MTX-ALA NG 可有
效地改善咪喹莫特诱导的银屑病小鼠的皮肤症
状，并下调促炎性细胞因子 TNF-α 和 IL-17α 的表
达。同时，激光诱导光动力治疗后，细胞内活性
氧（reactive oxygen species，ROS）增加，以杀死
过度增殖的细胞。同时，MTX-ALA NG 降低了
口服 MTX 对肝脏和肾脏的毒性。据报道，MTX
与金纳米颗粒（MTX-gold nanoparticles，MTX-
GNPs）的偶合有助于药物在离体系统中有效穿透
人体皮肤屏障 [51]。最近，在小鼠模型中，MTX-
GNPs 的局部给药也可以减轻银屑病皮肤炎症，
同时减少角质形成细胞过度增殖和 CD8 ＋ T 细胞
数量 [52]。而另外一项研究表明，MTX-GNPs 可
以抑制细胞增殖、细胞因子产生和组织纤维化，
并且能够促使皮肤免疫稳态的恢复 [53]。Chung 
Hang Jonathan Choi 团队也设计了一种自我治疗型
GNPs，可用于对表皮角质形成细胞进行局部递送
以预防和治疗银屑病，当其应用于咪喹莫特诱导
的银屑病小鼠模型时，该 GNPs 治疗的效果与标
准的类固醇和维生素 D3 类似物一样有效，且不
会造成脱毛和皮肤皱纹 [54]。此外，该 GNPs 也不
会在主要器官中积聚或引起长期毒性，为银屑病
治疗提供了一种简单、安全和有效的替代方案。
1.4　MS
　　MS 是一种自身免疫性疾病，这种疾病的标
志性病变通常出现在中枢神经系统中，包括脱髓
鞘、胶质细胞增多、轴突病变和丢失以及神经变

性等 [55]。MS 的病因尚不清楚，但有研究结果表
明，免疫系统在 MS 发病中起着重要作用，基因
和环境因素也影响疾病的发展 [56]。MS 通常以炎
症开始，这是自身反应性 T 细胞（主要是 Th1）
过度激活的结果，并且还出现了自我耐受性紊
乱 [57]。同时，炎症引起细胞膜连接分子的破坏，
导致血脑屏障的紧密连接和完整性破坏，而通透
性增加引起白细胞进入中枢神经系统 [58]。B 细胞
也被认为在 MS 的发病过程中发挥重要作用。B
细胞是外周免疫系统和中枢神经系统中重要的抗
原提呈细胞，其可以通过特定的 B 细胞受体捕
获可溶性蛋白，加工并将肽抗原与主要组织相容
性复合体Ⅱ类分子结合并递呈给自身反应性 T 细
胞 [59]。目前，已经开发了几种治疗 MS 的药物，
但是大都是非选择性地影响多数免疫细胞，并且
安全性有待进一步探究 [59]。因此，迫切需要开发
没有严重不良反应，且具有高度特异性的 MS 治
疗药物。
　　实验性自身免疫性脑脊髓炎（experimental 
autoimmune encephalomyelitis，EAE）是人类炎症
性脱髓鞘疾病 MS 最常用的实验模型 [60]，该模型
主要是在小鼠 / 大鼠皮下注射 35-55 表位的髓磷
脂少突胶质细胞糖蛋白（myelin oligodendrocyte 
glycoprotein，MOG35-55）

[55]。许多研究结果表明，
将 MOG35-55 肽偶联到聚合物纳米颗粒中，在 EAE
的小鼠模型中能够诱导免疫耐受而减轻临床症
状 [61-63]。此外，Theodore Tselios 的研究也得到同
样的结果。该研究团队开发了一种负载有基于小
鼠 / 大鼠 MOG35-55 与糖残基偶联的肽的聚合物纳
米颗粒，可有效降低 EAE 临床评分和中枢神经系
统炎症 [64]。注射该偶联了 MOG35-55 的聚合物纳米
颗粒到动物体内类似于疫苗接种，通过聚合物纳
米颗粒稳定释放自身抗原以诱导免疫耐受。
　　显然，纳米技术在中枢神经系统药物递送中
发挥着关键而独特的作用。研究发现，在降低
EAE 模型的临床评分中，封装至 SLN 中的富马酸
二甲酯（dimethyl fumarate，DMF）与游离 DMF
一样有效，但在皮下给药时减少了给药次数 [65]。
此外，与游离 DMF（口服）的预防性治疗相比，
SLN-DMF 预防性治疗部分阻止了血液中 T 细胞
与 B 细胞比例的降低，表明 SLN-DMF 不改变淋
巴细胞群比例。最近，Mehdi-Alamdarlou 等 [66] 设
计了一种精确的 DMF 药物递送系统，以跨越血
脑屏障。该递送系统是一种基于血小板的仿生载
体，用于将 DMF 递送到外周和中枢神经系统的
发炎区域。并且体内研究结果表明，血小板纳米
颗粒在大脑中的浓度均高于游离药物溶液。因此，
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最近不断有研究将细胞作为转运媒介，将纳米载
体靶向递送到相关病变部位。Carnasciali 等 [67] 开
发了一种基于纳米技术的细胞介导给药系统，该
系统通过将与抗 CD20 单克隆抗体结合的纳米颗
粒加载到髓鞘抗原特异性 T 细胞中。在 EAE 中测
试该系统，结果显示脊髓 B 细胞的耗尽改善了疾
病过程并减轻了组织病变。而另一项研究也同样
通过细胞将纳米颗粒递送到大脑中。该团队将白
血病抑制因子加载至纳米颗粒上，然后将纳米颗
粒附着在 CD4 ＋ T 细胞上作为药物跨过血脑屏障，
并且研究结果表明该方法是安全有效的 [68]。
1.5　几种常见 AD 动物模型中的纳米靶向应用

　　大量研究阐明了纳米粒子到达靶标的过程，
这些研究为新一代靶向技术提供了基础知识 [69]。
例如，可以利用血清对载脂蛋白的吸附实现肝脏
靶向 [70]、利用白蛋白的内源性运输过程提高淋巴
结蓄积 [71]、以肽修饰纳米颗粒后采用类似病毒
主动运输途径深层穿透肿瘤组织 [72]。纳米载药技
术正朝着提高药物靶向性发展，其在几种常见的
AD 动物模型中的应用，大多数也是在纳米粒的
表面修饰了具有靶向性的分子，使得纳米药物可
以靶向病变部位。表 1 汇总了上述纳米药物的靶
向方式、靶向性分子、作用靶点、治疗疾病和发
挥的作用。

表 1　几种常见的自身免疫性疾病动物模型中的纳米靶向应用 
Tab 1　Application of nano-targeting in several common animal models of autoimmune diseases

靶向方式 靶向性分子 作用靶点 治疗疾病 发挥的作用 文献

被动靶向 纳米颗粒凝胶 局部病变 银屑病 增强皮肤的渗透和保留 [49-50]
主动靶向 藤黄酸 转铁蛋白受体 SLE 靶向淋巴组织 [26]

抗 ICOS 抗体，抗 CD40L 抗体 ICOS，CD40L SLE 阻断 Th 细胞和 B 细胞相互作用 [12]
葡聚糖硫酸盐 A 类清道夫受体 RA 靶向高表达 A 类清道夫受体的巨噬细胞 [38]
HA CD44 RA 提高了生物利用度和靶向给药 [39]
FA M1 巨噬细胞 RA 实现 M1 巨噬细胞靶向递送 [41]
M2 外泌体 炎症部位 RA 炎症嗜性和内在抗炎功能 [40]
血小板 炎症部位 MS 延长药物的循环时间，减少其分布，并防止其被

免疫细胞清除

[66]

T 细胞 炎症部位 MS 没有明显的细胞毒性，靶向炎症部位，减轻了临

床症状

[67-68]

2　结语

　　目前还没有一种治疗方法能够安全有效地治
愈 AD，其治疗通常以抑制为导向，而不是根本
性治愈。同时，AD 治疗新药物的开发仍然面临
许多挑战，所以治疗这些疾病需要使用药物组合
的治疗方案或尝试结合新型纳米载体。各种新型
纳米颗粒药物载体已成功用于 MTX、糖皮质激
素、单克隆抗体等各种药物的安全有效递送。此
外，纳米载体具有以最小的毒性而提高治疗效果
的特点，这减少了药物总剂量的消耗，并且能够
靶向理想部位而减少全身性不良反应。然而，大
多数研究药物还仅限于 AD 模型的动物实验，几
乎没有关于纳米颗粒在临床上的治疗研究。因此，
目前的研究仍有巨大发展潜力，并且需要进行更
加深入的研究以获得更多的数据，为进一步临床
实践转化提供支持。
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NLRP3 炎症小体在肿瘤中的作用及其抑制剂研究进展
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摘要：NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）炎症小体是固有免疫系统的重要组成部

分，由 NLRP3、ASC 和 Pro-caspase-1 组装形成，能介导 IL-1β 和 IL-18 等炎性因子的成熟和释

放，促进炎症反应，而肿瘤微环境中的慢性炎症对免疫抑制和肿瘤的发生发展具有重要的影

响，先天免疫系统中异常活化的 NLRP3 炎症小体能促进多种肿瘤的发生和发展，因此 NLRP3
炎症小体成为了抗肿瘤药物研发比较热门的靶标，现对 NLRP3 炎症小体在一些特定类型的肿

瘤中的作用进行介绍，并围绕近年来抑制 NLRP3 炎症小体的新药开发及药物与相关肿瘤的研

究进展进行综述。

关键词：NLRP3 炎症小体；肿瘤；NLRP3 炎症小体抑制剂
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Role of NLRP3 inflammasome in tumors and its inhibitors
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Abstract: NLRP3 inflammasome is an important part of the innate immune system, consisting of 
NLRP3, ASC and Pro-caspase-1, which can mediate the maturation and release of inflammatory 
factors such as IL-1β  and IL-18, and promote the inflammatory response. Chronic inflammation 
accelerates the immunosuppression and tumorigenesis in the tumor microenvironment. The 
abnormally activated NLRP3 inflammasome can promote the development of multiple tumors, and 
therefore, NLRP3 inflammasome is a relatively popular target in the development of anti-tumor drugs. 
This paper introduced the role of NLRP3 inflammasome in some specific tumors, and reviewed the 
advance in drug research targets for NLRP3 inflammasome, and cancer therapy. 
Key words: NLRP3 inflammasome; tumor; NLRP3 inflammasome inhibitor
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　　恶性肿瘤是居心脑血管疾病后的引起人类死
亡的第二病因，其发病率正逐年升高，呈现年轻
化态势，成为危害人类身体健康最危险的因素之
一，给患者家庭和社会带来了沉重的负担。慢性
炎症在肿瘤诱发、促进、侵袭和转移等方面都具
有决定性作用 [1-4]。炎症反应能增强多种氧化酶的
表达，促使大量活性氧（reactive oxygen species，
ROS）和活性氮的产生并造成细胞 DNA 和线粒
体损伤，进而抑制组织细胞损伤后的修复过程，

并促进抑癌基因失活，此外，由炎症反应产生的
细胞因子会抑制细胞凋亡、诱导血管新生、抑制
免疫和炎症信号传导，从而促进肿瘤的发生和发
展。NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-
like receptor thermal protein domain associated 
protein 3，NLRP3）炎症小体是固有免疫系统的
重要组成部分，是炎症反应的核心，异常活化的
NLRP3 炎症小体能促进一些肿瘤的发生和发展。
随着对 NLRP3 炎症小体和肿瘤相关研究的深入，
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目前 NLRP3 炎症小体已经成为抗肿瘤药物研发
的重要潜在靶标。本文就 NLRP3 炎症小体信号
通路在一些肿瘤中的作用进行综述，并围绕近年
来针对 NLRP3 炎症小体的新药开发与肿瘤的研
究进展进行介绍。
1　NLRP3 炎症小体信号通路

　　炎症小体是一类通过各种病原微生物感染或细
胞压力刺激激活组装的高分子蛋白质复合物，其活
化能引起白细胞介素（IL）-1β（IL-1β）与 IL-18 的
快速释放，进而募集天然免疫细胞来防御入侵者对
机体的侵害。研究发现炎症小体的功能调节障碍
与肿瘤 [5-6]、自身免疫性疾病 [7-8]、神经退行性变性
疾病 [9-10]、糖尿病 [11-12]、动脉粥样硬化 [12-13] 等疾病
的发生发展密切相关。NLR 家族中五种受体蛋白
（NLRP1、NLRP3、NLRC4、AIM2、pyrin） 的 寡
聚化是形成炎症小体和激活半胱氨酸前体蛋白 Pro-
caspase-1 的必要条件，Pro-caspase-1 被激活后形成
成熟的 caspase-1，进而剪切 Pro-IL-1β 和 Pro-IL-18
为具有生物活性的 IL-1β 和 IL-18。由以上五种受体
蛋白结合形成的炎症小体分别是 NLRP1 炎症小体、
NLRP3 炎症小体、NLRC4 炎症小体、AIM2 炎症
小体、pyrin 炎症小体。NLRP3 炎症小体是当前研
究最为深入的一种，其由 NLRP3 支架、凋亡相关
斑点样蛋白（apoptosis-associated speck-like protein 
containing CARD，ASC）和含半胱氨酸的天冬氨酸
蛋白水解酶 1（cysteinyl aspartate specific proteinase，
caspase-1）三部分组成，NLRP3 炎症小体主要在免
疫细胞中表达，包括炎症刺激触发的巨噬细胞、树
突状细胞、B 细胞、中性粒细胞。当 NLRP3 炎症
小体发生异常活化时会诱发炎性疾病 [14-15]。
　　NLRP3 炎症小体的活化包括经典活化信号通
路和非经典活化信号通路，经典活化信号通路需
要两步刺激（见图 1），第一步为预处理过程，是
由多种外源微生物或内源性分子刺激细胞，诱导
NF-κB 信号通路的活化，进而调控 NLRP3 和 Pro-
IL-1β 的转录表达，为第二步的激活过程做准备。
激活过程是由特定的活化剂 [ 如尼日利亚菌素、
三磷酸腺苷（ATP）等 ] 刺激细胞，通过多种分
子效应促进 NLRP3 炎症小体组装，介导 IL-1β 和
IL-18 的剪切和成熟。对于 NLRP3 炎症小体的激
活过程，目前比较公认的有以下几种机制：
　　① 钾离子外流：钾离子外流是众多活化剂
诱导 NLRP3 炎症小体活化的共同步骤，ATP 与
P2X7R 的结合促进钾离子外流 [16]，进一步促进
NLRP3 炎性小体的组装与激活，但有研究否定

了钾离子外流对于 NLRP3 炎症小体活化的必要
性 [17]。② 钙离子流动：细胞质和内质网是细胞内
主要的钙离子贮存库，钙离子流动可能与 NLRP3
炎症小体的激活密切相关，当阻断钙离子信号传
导时会抑制 NLRP3 炎症小体的激活 [18]，抑制内质
网上的细胞内钙释放通道——肌醇 1，4，5- 三磷
酸受体降低钙离子的流动时，也会抑制 NLRP3 炎
症小体的活化 [19]，然而，有研究发现，钙离子对
于 NLRP3 炎症小体的激活也不是必要的 [18]，因此
关于钙信号在 NLRP3 炎症小体激活中的作用仍待
明确。③ 线粒体功能障碍：随着钙离子的胞内流
入，线粒体内钙容量负荷，诱发线粒体功能障碍促
进 ROS 和线粒体 DNA 释放到细胞质中，从而促进
NLRP3 炎症小体的激活，最新研究表明线粒体电
子传递链是 NLRP3 炎症小体活化所必需的 [20]，氧
化型低密度脂蛋白、胆固醇晶体、饱和脂肪酸和
鞘脂等激动剂就是通过激活 NADPH 氧化酶和线粒
体其他氧化系统促使 ROS 产生而激活 NLRP3 炎症
小体。④ 溶酶体组织蛋白酶 B 的释放：吞噬细胞
吞噬周围的微粒促进溶酶体内的组织蛋白酶 B 释
放诱发 NLRP3 炎症小体活化 [21]，而在缺乏组织蛋
白酶 B 的巨噬细胞中几乎无法检测到 NLRP3 炎症
小体的激活 [22]，说明组织蛋白酶 B 对 NLRP3 炎
症小体的活化具有调控作用。对于 NLRP3 炎症小
体的非经典信号通路是由 caspase-11 介导的，革
兰氏阴性杆菌的脂多糖（LPS）或病菌进入胞质激
活 caspase-11，从而促进细胞发生炎症性焦亡，增
强 caspase-1 的活化，增加 IL-1β 和 IL-18 的成熟释
放 [23]，说明 caspase-11 是 NLRP3 炎症小体非经典
信号通路的核心，由此激活效应对机体的生物效应
和损伤更大，然而，目前对于 caspase-11 激活的机
制还需进一步明确。

图 1　NLRP3 炎症小体经典活化信号通路

Fig 1　Classic activation signaling pathway of NLRP3 inflammasome
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2　NLRP3 炎症小体的活化促进肿瘤的发生和发展

　　IL-1β 在肿瘤的发生和发展中扮演着重要角
色，包括激活细胞抗凋亡机制、驱动慢性炎症反
应、促进肿瘤血管生成、诱导骨髓来源的抑制性
细胞（myeloid-derived suppressor cells，MDSC）
的产生、促进肿瘤细胞的侵袭和转移 [24]，因此，
IL-1β 成为诱发肿瘤的关键因子，而在肿瘤微环境
中，恶性细胞及浸润的免疫细胞又可分泌 IL-1β，
进一步影响肿瘤的发生和发展、迁移侵袭及肿瘤
免疫抑制。有研究发现，化疗药物吉西他滨和 5-
氟尿嘧啶在治疗过程中能诱导组织蛋白酶 B 释放，
促进 NLRP3 炎症小体的活化，减弱药物的化疗效
果，而联合 IL-1β 受体拮抗剂可增强化疗效果 [25]。
由此可见，抑制 NLRP3 炎症小体的活化有望成
为肿瘤治疗的新靶点。接下来以具体的肿瘤类型，
介绍 NLRP3 炎症小体在其中的调控作用。
2.1　NLRP3 炎症小体与肺癌

　　肺癌是近几年发病率和病死率增长最快、对
人体生命威胁最大的恶性肿瘤之一。NLRP3 炎症
小体的异常活化会介导肺癌进展，研究表明肺癌
的发展与肺部菌群改变和炎症反应相关，共生菌
群可通过激活 MyD88 通路，诱导髓系细胞产生
IL-1β 及 IL-23，从而促进肺部 γδT 细胞的增殖与
活化、中性粒细胞浸润，促进肺部肿瘤发展 [26]。
在肺癌组织中 NLRP3 炎症小体成分 NLRP3、
ASC 和 caspase-1 的表达均高于邻近正常组织 [27]。
通过抑制 IL-18 和 IL-1β 细胞因子的分泌能抑制
肺腺癌细胞系 A549 的增殖 [28]，说明靶向抑制
NLRP3 炎症小体的活化可能对肺癌治疗具有潜
力。而在 2010 年启动的 CANTOS（Canakinumab 
Anti-Inflammatory Thrombosis Outcomes Study）研
究中意外发现 300 mg 卡那单抗（canakinumab）
能使肺癌相对发病率降低 67%，病死率降低
77%[29]，首次发现靶向抑制 IL-1β 的抗炎治疗具
有显著改善肺癌的作用，由于 CANTOS 研究并
不是为检测癌症治疗效果而设计的，因此该项研
究报道的关于肺癌的治疗结果还需要在特定的临
床试验中重复才能正式得出结论。但通过该项临
床试验数据对卡那单抗进行前瞻性评估是值得
的，可将其作为肺癌的治疗药物，也可与放疗或
其他免疫调节疗法相结合从而高效治疗肺癌，其
有效性强，因此无论用于早期癌症预防还是中晚
期癌症治疗，对患者而言都意义重大。需要指出
的是，使用该药后出现严重不良反应的患者比例
与安慰剂组相当。二氧化硅和石棉等物质会诱导

NLRP3 炎症小体活化，促进 caspase-1 和 IL-1β
的成熟与释放，当用二氧化硅和石棉处理时，与
野生型小鼠相比，NLRP3 缺陷型小鼠的肺癌细
胞明显减少 [30-31]。红景天苷通过 AMPK 依赖的
NLRP3 炎症小体的抑制作用而限制非小细胞肺癌
细胞增殖 [32]，而多西环素、银杏内酯 B 也能抑
制 NLRP3 炎症小体的活化而抑制肺癌细胞的增
殖 [33-34]，说明 NLRP3 炎症小体有望成为治疗肺
癌的一个潜在靶点。
2.2　NLRP3 炎症小体与头颈部鳞状细胞癌

　　头颈部鳞状细胞癌（squamous cell carcinoma 
of the head and neck，SCCHN） 是 世 界 上 较 常
见的癌症。在自发性 SCCHN 小鼠模型上发现
NLRP3 炎症小体相关蛋白表达明显增高，并且其
表达与肿瘤微环境中骨髓来源的抑制性细胞、调
节性 T 细胞和巨噬细胞的数量成正相关 [35]，当这
些免疫抑制性细胞在肿瘤微环境中积累时，会削
弱 T 细胞的反应性而促进肿瘤发生和发展 [36]。此
外，由于 NLRP3 炎症小体被激活后会产生 IL-1β
以形成炎性微环境促进肿瘤的进行性发展，并进
一步活化 NLRP3 炎症小体释放更多的 IL-1β。研
究发现，抑制 SCCHN 小鼠模型 NLRP3 炎症小体
的活化会抑制 IL-1β 的水平，减少骨髓来源的抑
制性细胞、调节性 T 细胞和肿瘤相关巨噬细胞的
数量，增加小鼠体内 CD4 ＋和 CD8 ＋ T 细胞的数
量，增强机体免疫反应，从而抑制肿瘤发生 [35]，
表明 NLRP3 炎症小体可能成为治疗 SCCHN 的潜
在新靶标。
　　口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，
OSCC）属于 SCCHN 中最常见和高发的一种恶性
肿瘤，我国 OSCC 患者的五年生存率不足 50%，
因此对于 OSCC 的治疗目前面临着巨大的挑战。有
研究发现在 OSCC 患者和动物模型中 NLRP3 炎症
小体相关成分表达明显上调 [37]，通过 LPS 和 ATP
激活 NLRP3 炎性小体后能增强 OSCC 肿瘤细胞的
成球和克隆形成能力，并且在 OSCC 患者的外周
血中 IL-1β 的浓度明显高于健康人 [38]。当机体免疫
功能失调时，存在于口腔的白假丝酵母菌分泌念珠
菌毒素，该毒素会促进钾离子外流活化 NLRP3 炎
症小体，从而促进白假丝酵母菌的黏附和生物膜形
成，加速 OSCC 的发生，当沉默 NLRP3 基因后会
抑制 OSCC 肿瘤细胞的增殖和淋巴转移 [39]。OSCC
肿瘤细胞内的 NLRP3 的表达受到 microRNA-22 的
调控，microRNA-22 的水平显著低于邻近的正常口
腔黏膜组织，但 NLRP3 的表达在 OSCC 肿瘤组织
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中的表达却明显升高，而当 microRNA-22 在 OSCC
肿瘤细胞系中过表达时，NLRP3 的基因和蛋白质
水平均会显著降低，表明 microRNA-22 靶向 OSCC
肿瘤细胞内 NLRP3 而抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭
转移。随着研究的深入，发现 NLRP3 炎症小体会
影响 OSCC 的化疗效果，对 5- 氟尿嘧啶耐药性高
的 OSCC 肿瘤细胞内 NLRP3 炎症小体的表达明显
升高，当抑制 NLRP3 炎症小体信号通路时，可以
改善 5- 氟尿嘧啶对 OSCC 患者的化疗效果 [40]。由
此可见，通过 NLRP3 炎性小体 /IL-1β 途径抑制肿
瘤微环境可有效预防、控制和治疗 OSCC。
2.3　NLRP3 炎症小体与子宫内膜癌

　　子宫内膜癌是女性恶性肿瘤，发病逐渐呈现
年轻化趋势，流行病学研究发现炎症在子宫内
膜癌的发生发展中扮演重要角色。有研究表明，
NLRP3 炎症小体相关蛋白表达的上调与子宫内
膜癌的进展和不良预后有关，NLRP3 的表达与
子宫内膜癌的临床和病理分级成正相关，当沉默
NLRP3 后可降低 IL-1β 和 caspase-1 的表达并抑制
子宫内膜癌细胞的增殖、迁移和侵袭，而过表达
NLPR3 后则出现相反的结果。研究还发现雌激素

会增强 NLPR3、IL-1β 的表达，并促进子宫内膜
癌细胞的增殖，当使用雌激素受体β 抑制剂后可
以逆转上述结果 [41]，说明 NLRP3 炎症小体可能
是子宫内膜癌治疗的新靶点。然而，有研究表明
用氢预处理后能通过激活 ROS/NLRP3/caspase-1/
GSDMD 信号通路介导的细胞焦亡抑制子宫内膜癌
细胞的增殖 [42]。在动物实验中，当小鼠补充足量
的氢后，能减轻移植性子宫内膜肿瘤的重量，并
缩小肿瘤体积。由于 NLRP3 和子宫内膜癌的相关
研究目前较少，所以 NLRP3 炎症小体活化后在何
种条件下发挥促癌或抑癌作用还需进一步研究。
3　NLRP3 炎症小体抑制剂在抗肿瘤中的作用

　　随着对 NLRP3 炎症小体研究的深入，越来
越多的 NLRP3 炎症小体抑制剂被发现（见表 1）。
这些抑制剂主要是通过调控 NLRP3 炎症小体的
预处理阶段（NF-κB 信号通路）、活化的上游阶段
（如 ROS 释放、氯离子外流等）、NLRP3 的翻译
后修饰和 NLRP3 炎症小体的组装来实现的。接
下来重点介绍一些 NLRP3 炎症小体抑制剂在肿
瘤中的作用。

表 1　NLRP3 炎症小体抑制剂及其作用机制 
Tab 1　NLRP3 inflammasome inhibitors and its mechanism

名称 作用机制

β- 羟基丁酸 [43] 抑制 K 离子外流，抑制 ASC 的寡聚化和 ASC 斑点的形成

ω-3 脂肪酸 [44] 促进 ARRB2 与 NLRP3 相互作用，从而抑制 NLRP3 炎症小体活化

多巴胺 [45] 增强 NLRP3 泛素化，促进 NLRP3 的降解

黄体酮 [46] 增强自噬，促进 NLRP3 的降解

褪黑素 [47] 抑制 NLRP3 的表达

衣康酸 [48] 抑制 Pro-IL-1β 的表达，抑制 GSDMD 的活化

MNS[49] 与 NLRP3 的 LRR 和 NACHT 结构域结合，从而抑制 NLRP3 的 ATP 酶活性

Bay11-7082[50] 烷基化 NLRP3 的 NACHT 结构域中的半胱氨酸，从而抑制 NLRP3 的 ATP 酶活性

多巴胺 D1 受体激动剂 A-68930[51] 激活自噬促进 NLRP3 的降解

INF39[52] 抑制 NLRP3 ATP 酶活性，抑制 NF-κB 通路

OLT1177[53] 抑制 NLRP3 的 ATP 酶活性，阻断 NLRP3 炎症小体的组装

CY-09[54] 直接与 NLRP3 的 NACHT 结构域结合，抑制 NLRP3 的 ATP 酶活性

FC11A-2[55] 干扰 Pro-caspase-1 的剪切成熟，抑制 IL-1β/18 的成熟

普鲁士蓝纳米酶 [56] 抑制 Pro-IL-1β 的表达，抑制 GSDMD 的活化

16673-34-0[57] 抑制 ASC 的寡聚化

JC-124[58] 阻断 ASC 聚集、caspase-1 活化和 IL-1β 分泌

JC-171[59] 抑制 NLRP3-ASC 的结合

BOT-4-one[60] 直接与 NLRP3 结合，抑制其 ATP 酶活性

白藜芦醇类似物（IRA；C33）[61] 抑制线粒体 ROS 和 DNA 释放

MCC950[62] 直接与 NLRP3 的 Walker B 位点结合，抑制 NLRP3 的 ATP 酶活性

RRX-001[63] 直接与 NLRP3 结合，抑制 NLRP3 和 NEK7 的结合

查尔酮类似物 [64] 抑制线粒体 ROS 的释放

甘草查尔酮 B[65] 直接与 NEK7 结合进而抑制 NEK7 和 NLRP3 的结合

大黄酸 [66] 抑制 ASC、NLRP3 的表达和 NLRP3 炎症小体的组装
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名称 作用机制

环黄芪醇 [67] 抑制组装和 GSDMD 诱导的细胞焦亡

萝卜硫素 [68] 抑制线粒体 ROS 的生成

白藜芦醇 [69] 抑制 NF-κB 信号通路，激活自噬

冬凌草甲素 [70] 与 NLRP3 的 NACHT 结构域直接结合，抑制 NLRP3 与 NEK7 的相互结合，进而抑制炎症小体的组装和活化

槲皮素 [71] 增强线粒体自噬，抑制 NLRP3、ASC、caspase-1 的表达，抑制炎症小体的组装 

厚朴酚 [72] 抑制 ROS 的释放

汉黄芩苷 [73] 抑制 ROS 的释放

小白菊内酯 [74] 抑制 ASC 的磷酸化和 NF-κB 的转录入核

穿心莲内酯 [75] 抑制 ROS 的产生 

山莨菪碱 [76] 抑制 NLRP3 的表达

紫檀茋 [77] 抑制 NLRP3/caspase-1 通路

青蒿素 [78] 抑制 NLRP3 和 ASC 蛋白的表达

银杏内酯 B[79] 抑制 NLRP3 炎症小体相关蛋白的表达

牛膝双齿多肽馏分（ABPPκ）[80] 抑制 NLRP3 炎症小体相关蛋白的表达

吲哚 [81] 抑制 ROS 产生和钙离子外流

二氢杨梅素 [82] 抑制 NLRP3 炎症小体相关蛋白的表达

四羟基二苯乙烯苷（TSG）[83] 通过 AMPK/PINK1/Parkin 信号通路增强线粒体自噬

4- 羟基壬烯醛 [84] 直接竞争结合 NLRP3 进而抑制 NLRP3 和 NEK7 的结合

银杏叶提取物 EGb761[85] 激活自噬促进 NLRP3 炎症小体相关蛋白的降解

鸢尾素 [86] 抑制 ROS 的释放

α- 硫辛酸 [87] 抑制 NF-κB 信号通路的活化

丹参酮 [88] 抑制线粒体 ROS 的释放

胡椒龙胺 [89] 抑制 NLRP3 和 NEK7 的结合，抑制 NLRP3 的寡聚化

天麻素 [90] 抑制 NLRP3 炎症小体相关蛋白的表达

别嘌醇 [91] 抑制 NLRP3 和 ASC 蛋白的表达

氟芬那酸 [92] 抑制氯离子外流，从而抑制 NLRP3 炎症小体活化

氟西汀 [93] 抑制 ROS 产生，从而抑制 NLRP3 炎症小体的活化

曲尼司特 [94] 直接与 NLRP3 的 NACHT 结构域结合，抑制 NLRP3 的寡聚化

吲哚美辛 [95] 抑制 IL-1β 和 caspase-1 的表达

格列本脲 [96] 抑制钾离子外流

依达拉奉 [97] 抑制线粒体 ROS 的释放

多奈哌齐 [98] 抑制 NF-κB 的活化，抑制 NLRP3 和 IL-1β 的表达

更昔洛韦 [99] 抑制 NF-κB 的活化

沙利度胺 [100] 抑制 NF-κB 的活化，抑制 NLRP3 的表达

二甲双胍 [101] 抑制线粒体 ATP 和 DNA 合成

罗格列酮 [102] 抑制 NLRP3 炎症小体相关蛋白的合成

环吡酮胺 [103] 抑制线粒体 ROS 的释放，增加线粒体膜电位

氯喹那多 [104] 抑制线粒体 ROS 的释放，抑制 ASC 的寡聚化水平以及 ASC 和 NLRP3 的结合

双硫仑 [105] 抑制 ROS 的产生和抑制组织蛋白酶 B 的释放，抑制 GSDMD 的活化

续表 1

　　β- 羟基丁酸是一种酮体，被视为一种可替代
的能量来源物质，可以在机体禁食和长时间运动
期间为大脑及周围组织提供 ATP。β- 羟基丁酸
能通过抗氧化、抗衰老等机制保护中枢神经系
统，对抗卒中、帕金森病和阿尔茨海默病等。与
健康组织不同，癌细胞无法有效利用酮体获取能
量，主要是依赖葡萄糖作为主要能量来源，而肿
瘤患者本身需要摄入更多脂肪和蛋白质，酮体饮

食疗法就是为肿瘤患者提供足够能产生酮体的脂
肪和蛋白质，而限制葡萄糖摄入的方法，酮体饮
食主要是利用肿瘤细胞线粒体缺陷、葡萄糖依赖
的特征，通过抑制炎症、加强免疫反应、提高抗
氧化应激能力、调节相关信号通路蛋白表达等多
种途径来抑制肿瘤生长，改善患者的生活质量，
延长患者生存期，同时还能增强放化疗的敏感
性。研究表明，补充酮体能降低体外生长的高转
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移性 VM-M3 癌细胞的增殖活力，即使高浓度的
葡萄糖也不影响其结果，通过酮体饲养 VM/DK
系统性转移癌小鼠，可以延长小鼠的生存期，并
且发现该抗肿瘤作用与机体葡萄糖或能量水平无
关 [106]，而随着对β- 羟基丁酸的深入研究，发现
其能够减少单核细胞 NLRP3 炎症小体活化介导
的 IL-1β 和 IL-18 的释放，减轻炎症反应 [107]，这
说明酮体饮食抗肿瘤效应可能与β- 羟基丁酸抑制
NLRP3 炎症小体介导的炎症反应有关。
　　萝卜硫素是从十字花科植物中提取的一种天
然产物，对包括胰腺癌、前列腺癌、乳腺癌、肺
癌、宫颈癌和结直肠癌在内的多种肿瘤具有抗肿
瘤活性。其在癌症的各个演化阶段均具有抗肿瘤
活性，对各阶段的抗肿瘤机制也不尽相同，细胞
色素 P450 系统（CYP450）的Ⅰ相酶会将一些毒
性物质转化为致癌物，萝卜硫素可以直接抑制Ⅰ
相酶的活性，此外，其还能在癌症起始阶段通过
抗氧化剂反应元件驱动的基因（如 NADPH）调
节Ⅱ相酶活性 [108]，促进多种体内有毒代谢产物
排泄，以保护机体免受致癌作用，萝卜硫素还具
有抑制 DNA 突变的作用，以防止基因突变导致
癌症的发生。在癌症演变阶段，萝卜硫素能通过
调控细胞周期将癌细胞停滞在 G2、M 和 S 期，还
可通过抑制血管新生和内皮细胞有丝分裂进而抑
制肿瘤的发展 [109]。萝卜硫素具有抑制 NLRP3 炎
症小体活化的作用，其抑制肿瘤发生发展的作用
是否与抑制 NLRP3 炎症小体活化相关还需进一
步的研究予以明确。
　　冬凌草甲素是从唇形花科香茶菜属植物中提
取出来的一种天然活性物质，其对白血病、肝
癌、乳腺癌和黑色素瘤等恶性肿瘤具有良好的抵
抗效果，能够抵抗诱变剂对基因的诱导突变作
用，主要是通过阻断诱变剂与细胞内的特异性部
位结合，或者在诱变剂还未进入到细胞时就消除
了该诱变剂的诱导突变能力。冬凌草甲素还能抑
制肿瘤细胞的增殖，诱导肿瘤细胞的凋亡，抑制
肿瘤细胞相关蛋白质的合成。冬凌草甲素不仅能
阻滞肿瘤细胞增殖周期还能抑制肿瘤细胞端粒酶
活性，从而发挥遏制肿瘤细胞无限增殖的作用。
在诱导肿瘤细胞凋亡方面，冬凌草甲素能够对磷
脂酰肌醇 3- 激酶、转化生长因子等靶蛋白基因的
表达进行调控，激活 PI3K/Akt 信号通路而显著
诱导肿瘤细胞的凋亡。冬凌草甲素还能辅助增强
抗肿瘤药物的疗效，减少抗肿瘤药物的使用剂量
以减少抗肿瘤药物引起的不良反应。抗肿瘤药物

的耐药性是导致肿瘤化疗失败的主要原因，研究
发现冬凌草甲素能够逆转肿瘤细胞的耐药性，提
高肿瘤细胞对化疗药物的抗肿瘤敏感性，增强药
物的抗肿瘤效果。冬凌草甲素是一个高效且特异
的 NLRP3 炎症小体抑制剂，对因 NLRP3 炎症
小体异常活化导致的痛风、腹膜炎和 2 型糖尿病
具有改善作用 [70]，而其抗肿瘤作用是否与抑制
NLRP3 炎症小体活化还需进行深入研究。
4　挑战与展望

　　毒性反应及耐药性是肿瘤化疗失败的主要原
因，随着肿瘤医学研究的发展，抗肿瘤药物的开
发方向逐渐针对肿瘤分子靶标进行，因此开发出
安全高效的小分子抗肿瘤药物尤为重要。炎症反
应被认为在肿瘤的发生发展中起着决定性作用，
炎症小体能识别病原或危险信号进而驱动炎症反
应，作为炎症小体家族的一员，NLRP3 是研究得
最多、最全面的一个炎症小体，已被证明与多种
炎症性疾病有关。越来越多的研究指出 NLRP3
炎症小体可能在肿瘤的发生中发挥着核心作用，
并作为一种潜在的抗肿瘤靶点引起了人们的广泛
关注。本综述讨论了 NLRP3 炎症小体在肺癌、
SCCNH、子宫内膜癌中的作用，并详细总结了
近年来研究发现的 NLRP3 炎症小体抑制剂及其
作用机制，阐述了 NLRP3 炎症小体抑制剂与相
关肿瘤的影响。本综述重点指出靶向抑制 NLRP3
炎症小体治疗肿瘤的潜在作用，为指导开发相关
新药提供理论依据。
　　针对 NLRP3 炎症小体开发新型抗肿瘤药
物，有望取得重大突破性进展，而找到选择性抑
制 NLRP3 炎症小体活化的高活性药物，对控制
相关肿瘤的形成和进展有重要的作用。研究人员
和一些制药公司正积极开发具有潜在治疗价值
的 NLRP3 炎症小体抑制剂。最初，大多数开发
的 NLRP3 炎症小体抑制剂是为了阻止炎性细胞
因子的产生，而目前的开发策略主要集中在直接
结合和干扰 NLRP3 蛋白上，或者是调节炎症小
体蛋白翻译后修饰或降解的靶蛋白上。然而，由
于发现的 NLRP3 炎症小体抑制剂的抑制活性弱
或特异性低或者毒副作用强等原因，目前尚未有
NLRP3 炎症小体抑制剂被批准用于临床。因此，
高效特异低毒性的 NLRP3 炎症小体抑制剂是未
来肿瘤治疗药物开发的重点，而一些天然及合成
的 NLRP3 炎症小体特异性抑制剂的发现都有助
于药物的进一步开发，通过对有效的小分子化合
物进行结构改造，增强其药理作用和理化性质，



1903

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

或者是对临床中具有抗炎作用的老药进行再研究
开发，有望为相关肿瘤的治疗提供新的思路，此
外，针对 NLRP3 炎症小体信号通路进行更深入
的研究，开发调控 NLRP3 炎症小体活化的新靶
点，也能为开发高效特异的 NLRP3 炎症小体抑
制剂提供新的方向。
　　总而言之，NLRP3 炎症小体的异常活化能
介导肿瘤的发生发展，然而在研究过程中还需充
分考虑肿瘤的发生背景、分期和类型，并针对
NLRP3 炎症小体激活的每个步骤，采用适当的动
物模型，深入剖析 NLRP3 炎症小体在各种肿瘤
细胞和转基因动物模型中的作用，这对于开发出
有效治疗特定肿瘤的 NLRP3 炎症小体抑制剂具
有重要意义。
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一测多评法同时测定新敷愈散中 6 种成分含量

黄学娣1，唐莉华1，施林峰2，傅宏辉2，唐怡1，蒋司晨1，李凡1，熊跃1，叶喜德2*（1. 江西省中西医

结合医院，南昌　330003；2. 江西中医药大学药学院，南昌　330004）

摘要：目的　建立一测多评法同时测定新敷愈散中大黄素、盐酸小檗碱、盐酸黄柏碱、苍术素、芦
丁和绿原酸的含量。方法　运用 HPLC 法，以 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，
以乙腈 -0.1% 磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱，柱温 30℃，检测波长 230 nm，流速 1.0 mL·min－ 1，
进样量 10 μL；以盐酸小檗碱为内标物，建立盐酸小檗碱与其他 5 种成分的相对校正因子，并计算
各成分含量。结果　大黄素、盐酸小檗碱、盐酸黄柏碱、苍术素、芦丁和绿原酸分别在 6.72 ～ 33.60、
10.80 ～ 54.00、4.97 ～ 24.87、8.76 ～ 43.80、4.40 ～ 22.00、10.49 ～ 52.48 μg·mL－ 1 内与峰面积线
性关系良好；平均加样回收率为 98.00% ～ 104.79%，RSD 值均小于 3.0%；大黄素、盐酸黄柏碱、
苍术素、芦丁和绿原酸相对校正因子分别为 1.158、6.172、1.633、3.746、3.134；一测多评法计算
值与 ESM 实测值间差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结论　建立的一测多评法科学合理、稳定可行，
可用于测定新敷愈散中 6 种成分含量，也为深入开展该制剂质量标准研究提供科学依据。
关键词：新敷愈散；一测多评法；大黄素；绿原酸
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Simultaneous determination of 6 components in Xinfuyu powder by QAMS
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Abstract: Objective  To simultaneously determine emodin, berberine hydrochloride, phellodendrine 
hydrochloride, atractylodin, rutin and chlorogenic acid in Xinfuyu powder. Methods  HPLC method 
were used performed on Diamonsil C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm). The chromatographic column 
is gradient elution acetonitrile-0.1% phosphoric acid solution was used as the mobile phase, and 
the column temperature was 30℃ . The detection wavelength was 230 nm and the flow rate was 1 
mL·min － 1. While the injection volume was 10 μL with berberine hydrochloride as the internal 
standard. The relative correction factors of the 6 components were established, and the content of each 
component was calculated. Results  The linearity of emodin, berberine hydrochloride, phellodendrine 
hydrochloride, atractylodin, rutin and chlorogenic acid showed good linearity at 6.72 ～ 33.60, 
and 10.80 ～ 54.00, 4.97 ～ 24.87, 8.76 ～ 43.80, 4.40 ～ 22.00, and 10.49 ～ 52.48 μg·mL － 1. 
The average sample recovery range was 98.00% ～ 104.79%, with the RSD ＜ 3.0%. The relative 
correction factors of emodin, phellodendrine hydrochloride, atractylodin, rutin and chlorogenic acid 
were 1.158, 6.172, 1.633, 3.746 and 3.134 respectively. There was no significant difference between 
the calculated values by QAMS method and the measured values by ESM (P ＞ 0.05). Conclusion  
The method is stable, reasonable, and feasible, which can be used to determine the content of 6 
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　　特异性皮炎有慢性、炎症性而呈反复发作等
特点，为一种遗传性皮肤病 [1]，好发于婴幼儿，
易受环境污染、不良生活习性、社会压力等因素
的影响，其发病率高，并呈逐年增加之势 [2]。中
医将特异性皮炎称作为“四弯风病”，其发病机
制常被认为是胎毒内蕴，邪火扰心 [3]；发病之本
在于脾虚 [4]，脾胃虚弱，失于健运，致气血生化
不足，肌肤失养所致。新敷愈散为江西中西医结
合医院临床 20 多年的经验方，对四弯风病具显
著疗效。该方是由苍术、大黄、百部、黄柏、苦
参、蛇床子、地肤子、防风、艾叶等 9 味药组成，
具清热利湿、祛风止痒之功。方中大黄、黄柏清
热解毒，泻火消肿 [5]，所含大黄素、盐酸小檗碱、
盐酸黄柏碱等为其主要活性成分。苍术燥湿健脾，
祛风散寒 [6]，苍术素为其主要活性成分。此外，
方中药材所含芦丁和绿原酸等具抗炎、抗菌之效，
在新敷愈散中发挥着关键作用 [7-8]。
　　中药复方所含成分较多，采用单一成分难于
评价其整体质量。而一测多评法，可把君药主要
有效成分设为内标，并与其他成分之间设相对校
正因子，以计算其他成分含量 [9]，从而解决单一
成分难于控制中药复方质量问题 [10-11]。基于此，
本研究拟建立新敷愈散中主要有效活性成分大黄
素、盐酸小檗碱、盐酸黄柏碱、苍术素、芦丁和
绿原酸一测多评方法，以评价该复方质量。
1　材料

1.1　仪器 
　　Agilent1100、1260 型高效液相色谱仪（安捷
伦科技有限公司），FA1004N 十万分之一电子分
析天平（上饶市鸿翔实业有限公司），电子天平
（上海衡平仪器仪表厂），万分之一电子天平（郑
州南北仪器设备有限公司），KQ-500E 超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司），旋转蒸发仪
（厦门精艺兴业科技有限公司），循环真空泵（巩
义市予华仪器有限责任公司），TDL-80-2C 低速
离心机（上海安亭科学仪器厂）。
1.2　试药

　　盐酸小檗碱、大黄素（成都曼思特生物科技
有限公司，批号分别为 MUST-20073011、MUST-
18110810，纯度均大于 98%）；盐酸黄柏碱、绿原

酸（四川省维克奇生物科技有限公司，批号分别为
wkq21031209、wkp22032106，纯度≥ 98%）；芦
丁、苍术素（成都克洛玛生物有限公司，批号分别
为 CHB201103、CHB201123，纯度≥ 98%）；甲
醇、乙腈（色谱级，安徽天地高纯溶剂有限公司）；
纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司），其他试剂均
为分析纯。本研究所用药材均由江西中医药大学
中药鉴定教研室刘应蛟副教授鉴定为菊科植物茅
苍术 Atractylodes lancea（Thunb.）DC. 的干燥根
茎；蓼科植物掌叶大黄 Rheum palmatum L. 的干燥
根和根茎；百部科植物直立百部 Stemona sessilifo-
lia（Miq.）Miq. 的干燥块根；芸香科植物黄皮树
Phellodendron chinense Schneid. 的干燥树皮；豆科
植物苦参 Sophora flavescens Ait. 的干燥根；伞形科
植物蛇床 Cnidium monnieri（L.）Cuss. 的干燥成熟
果实；藜科植物地肤 Kochia scoparia（L.）Schrad.
的干燥成熟果实；伞形科植物防风 Saposhnikovia 
divaricata（Turcz.）Schischk. 的干燥根；菊科植物
艾 Artemisia argyi Levl.et Vant. 的干燥叶。
2　方法与结果

2.1　色谱条件

　　色谱柱：Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；流动相乙腈（A）-0.1% 磷酸（B），梯度
洗 脱（0 ～ 5 min，10% ～ 13%A；5 ～ 10 min，
13% ～ 17%A；10 ～ 20 min，17% ～ 25%A；
20 ～ 30 min，25% ～ 60%A；30 ～ 40 min，
60% ～ 70%A；40 ～ 45 min，70% ～ 80%A；
45 ～ 50 min，80% ～ 100%A）；柱温 30℃；进
样量 10 μL；流速 1.0 mL·min － 1。
2.2　溶液制备

2.2.1　对照品溶液制备　分别精密称取大黄素、
盐酸小檗碱、盐酸黄柏碱、苍术素、芦丁和绿
原酸对照品 1.68、2.70、1.35、2.19、1.10、2.64 
mg，置 10 mL 的量瓶，甲醇稀释至刻度得到质量
浓度分别为 0.168、0.270、0.135、0.219、0.110、
0.264 μg·mL － 1 的混合对照品溶液，待测。
2.2.2　供试品溶液制备　按照处方配伍比例（各
药材比均为 1∶1），分别称取处方中 30 g 药材并粉
碎过筛。准确称取 1.0 g 各药材粉末，一并放入锥
形瓶中，加入甲醇 25 mL，微波超声提取 30 min，

components in Xinfuyu powder and provide reference for further quality control. 
Key words: Xinfuyu powder; quantitative analysis of multi-components with a single marker; 
emodin; chlorogenic acid
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过滤滤渣，离心（3500 r·min－ 1，10 min），轻取
上清液；连续提取两次，合并提取液，取合并后的
上清液，用 0.22 μm 滤膜过滤，即得。
2.3　方法学考察

2.3.1　系统适用性试验　精密吸取混合对照品溶
液、供试品溶液，进样测定，得到色谱图，见图
1。由图 1 可知，大黄素、盐酸小檗碱、盐酸黄
柏碱等 6 种对照品分离效果较好，样品中色谱峰
与对照品保留时间相同。

图 1　混合对照品（A）和供试品溶液（B）的高效液相色谱图

Fig 1　HPLC of the mixed control（A）and the test solution（B）

1. 盐酸黄柏碱（phellodendrine hydrochloride）；2. 绿原酸（chloro-
genic acid）；3. 芦丁（rutin）；4. 盐酸小檗碱（berberine hydrochlo-
ride）；5. 大黄素（rhein）；6. 苍术素（atractylodin）

2.3.2　线性关系考察　分别取 0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0、1.2、1.4 mL 混合对照品溶液，置 10 mL 量
瓶中，依次用甲醇稀释至刻度，进样测定。以对
照品的峰面积为 y 轴，质量浓度为 x 轴。绘制标
准曲线，结果见表 1。

表 1　各成分线性关系 
Tab 1　Linearity of various constituents

成分 回归方程 R2 范围 /（μg·mL － 1）

大黄素 y ＝ 3.18×104x － 9.93 0.9997   6.72 ～ 47.04
盐酸小檗碱 y ＝ 3.74×104x － 59.83 0.9997 10.80 ～ 75.60
盐酸黄柏碱 y ＝ 5.92×103x － 1.43 0.9997   4.97 ～ 34.83
绿原酸 y ＝ 1.22×104x － 22.22 0.9995 10.49 ～ 73.43
苍术素 y ＝ 2.63×104x － 55.99 0.9999   8.76 ～ 61.32
芦丁 y ＝ 9.70×103x － 2.72 0.9996   4.40 ～ 30.80

2.3.3　精密度试验　精确吸取相同的混合对照品溶
液，连续进样 6 次测定，记录峰面积，结果大黄
素、盐酸黄柏碱、苍术素、盐酸小檗碱、芦丁和绿
原酸峰面积的 RSD 值分别为 0.68%、0.71%、0.70%、
0.76%、1.3%、1.3%，表明该方法精密度良好。

2.3.4　稳定性试验　混合对照品溶液在 0、2、4、
8、12 和 24 h 进样测定，结果大黄素、盐酸小檗
碱、盐酸黄柏碱、苍术素、芦丁、绿原酸峰面
积 的 RSD 值 分 别 为 1.9%、1.3%、2.3%、2.1%、
0.93%、1.2%，表明该方法稳定性良好。
2.3.5　重复性试验　精密称取同一批药材 1.0 g，
制备 6 份样品，按照“2.2.2”项下方法制备供试
品溶液，进样测定，结果大黄素、盐酸小檗碱、
盐酸黄柏碱、苍术素、芦丁和绿原酸含量的 RSD
分别为 0.98%、1.2%、1.4%、2.2%、3.0% 和 1.7%，
表明该方法具有良好的重复性。
2.3.6　加样回收试验　精密吸取已知含量的样
品 6 份，分别置锥形瓶中，再精密加入适量的对
照品，照“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，连
续进样 6 次进行含量测定，得大黄素、盐酸小檗
碱、盐酸黄柏碱、苍术素、芦丁和绿原酸的加
样回收率分别为 104.14%、102.29%、104.79%、
99.76%、101.95%、98.00%，RSD 值均小于 3%，
表明该方法准确度较好。
2.4　相对校正因子计算
　　吸取混合对照品溶液进样测定。以盐酸小
柏碱为内标，按照公式：fsi ＝ fs/fi ＝（mi×As）/
（ms×Ai）[ 其中 As 为盐酸小檗碱内标物的峰面
积，mi 为盐酸黄柏碱内标物的浓度，Ai 是被测指
标成分的峰面积，ms 为被测指标成分的浓度 ] 计
算各成分相对校正因子，结果见表 2。

表 2　各成分相对校正因子 
Tab 2　Relative correction factors of various components

序号
相对校正因子

盐酸黄柏碱 绿原酸 芦丁 大黄素 苍术素

1 6.286 3.050 3.792 1.173 1.635
2 6.093 3.180 3.603 1.165 1.609
3 6.158 3.242 3.774 1.154 1.623
4 6.169 3.116 3.787 1.140 1.694
5 6.156 3.082 3.775 1.156 1.605

平均值 6.172 3.134 3.746 1.158 1.633
RSD/% 1.1 2.5 2.1 1.1 2.2

2.4.1　不同仪器和色谱柱的考察　精密吸取
“2.2.1”项下混合对照品溶液，分别考察不同型
号的高效液相色谱仪（Agilent1100、Agilent1260）
及不同色谱柱 [Diamonsil C18（150 mm×4.6 mm，
5 μm）、Tnature C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、
Diamonsil C18（2）（200 mm×4.6 mm，5 μm）] 对
校正因子的影响，结果见表 3。
2.4.2　不同柱温的考察　精密吸取“2.2.1”项下混
合对照品溶液，进样测定，柱温分别设置为 25、
30、35℃，以考察盐酸小檗碱为内标物时盐酸
黄檗碱、绿原酸、芦丁、大黄素、苍术素等相对
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校正因子。结果相对校正因子 RSD 依次为 1.1%、
1.4%、1.8%、2.7%、2.4%，RSD 值 均 ＜ 3.0%，
表明柱温对各成分相对校正因子的影响较小。
2.4.3　待测成分色谱峰的定位　相对保留时间是确
定待测成分色谱峰的主要有效方法 [12-13]。本研究以
盐酸小檗碱为内标物，在同一条件下分别考察其
他 5 个成分在 Agilent1100、1260 型高效液相色谱系

统，Diamonsil C18、Tnature C18、Diamonsil C18（2）等
3 种色谱柱下的相对保留时间，结果见表 4，RSD 值
均＜ 2.0%，表明各检测成分相对保留时间波动较小。

表 4　不同色谱系统、色谱柱下各成分的相对保留时间 
Tab 4　Effect of different instruments and columns on  

the relative retention time

仪器 色谱柱
盐酸黄

柏碱
绿原酸 芦丁 大黄素苍术素

Agilent1100 Diamonsil C18 0.358 0.455 0.834 1.738 1.910

Tnature C18 0.354 0.462 0.839 1.735 1.915

Diamonsil C18（2）0.354 0.460 0.837 1.719 1.914

Agilent1260 Diamonsil C18 0.366 0.459 0.831 1.689 1.922

Tnature C18 0.367 0.468 0.840 1.690 1.924

Diamonsil C18（2）0.367 0.473 0.846 1.693 1.927

平均值 0.361 0.463 0.838 1.711 1.919

RSD/% 1.8 1.4 0.62 1.34 0.35

2.4.4　QAMS 法与外标法测定结果的比较　精密
吸取 6 份供试品溶液，进样检测，结果采用内标
法（QAMS）和外标法（ESM）计算含量，并进
行配对 t 检验 [14]。结果表明，两种方法所得含量
之间的差异无统计学意义，见表 5。

表 5　各成分含量测定结果 (mg·g － 1) 
Tab 5　Content determination of each component (mg·g － 1)

序号
盐酸小檗碱

（ESM）

盐酸黄柏碱 绿原酸 芦丁 大黄素 苍术素

ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS ESM QAMS

1 3.313 0.594 0.582 2.001 1.999 0.792 0.772 0.311 0.303 0.392 0.393

2 3.400 0.566 0.554 2.050 2.048 0.782 0.762 0.325 0.317 0.407 0.407

3 3.435 0.564 0.552 2.068 2.067 0.799 0.778 0.324 0.316 0.408 0.408

4 3.428 0.584 0.571 2.036 2.035 0.786 0.765 0.328 0.32 0.410 0.410

5 3.425 0.591 0.578 2.048 2.047 0.782 0.762 0.321 0.313 0.405 0.405

6 3.400 0.570 0.558 2.057 2.055 0.877 0.855 0.326 0.329 0.412 0.412

P 0.132 0.914 0.350 0.180 0.967

3　讨论
　　四弯风病出《医宗金鉴》卷七十一，西医又称
异位性皮炎，是指肘、膝关节曲侧窝之湿疮 [15]。
多因禀赋不耐，湿热内蕴，风湿热邪客于肌肤，经
络受阻所致。新敷愈散为针对该病治疗的一首临床
经验方，具有良好的临床疗效。本研究以处方中君
药主要有效活性成分大黄素、盐酸小檗碱、盐酸黄
柏碱、苍术素、芦丁和绿原酸等作为质量评价指标，
通过建立一测多评法，以开展新敷愈散质量标准研
究，以提高制剂质量，确保临床安全用药。
　　在预试验阶段，先对所选择的各指标成分色
谱条件进行优化。在研究过程中，对不同提取方
式（超声提取、回流提取）、不同提取溶剂（60%
甲醇、80% 甲醇、甲醇）、不同提取时间（15、
30、45 min）等因素进行了考察，发现采用甲醇超
声 30 min 后，各指标成分的峰形最好、含量最高。

根据基线稳定性、峰高、峰形，结合去除干扰峰
的影响，将紫外检测波长设置为 230 nm。对于内
标物，在新敷愈散中，依照组方中各药材所起的
作用，并参照一测多评法建立的技术指南 [17]，考
虑获得难易程度及经济、化学性质稳定等因素，
选择处方中含量较大且生理活性较强的盐酸小檗
碱为内标物。该成分是处方中黄柏主要有效成分
之一，具有性质稳定、含量高、易获得和价格低
廉等优点，在检测过程中，发现其峰形高且未见
干扰峰，保留时间适中，符合内标物标准。
　　分别采用 QAMS 法与 ESM 法测定新敷愈散
中 6 种成分，两种方法计算值差异无统计学意义，
说明该法准确、高效、科学，成本低廉，而且更
符合中药现代化质量控制的时代发展要求，为进
一步研究新敷愈散质量控制和效果评价奠定了基
础，为临床合理用药提供了质量保障。

表 3　不同仪器、色谱柱对相对校正因子的影响 
Tab 3　Effect of different instruments and columns on  

relative correction factors

仪器 色谱柱

相对校正因子

盐酸黄

柏碱
绿原酸 芦丁 大黄素苍术素

Agilent1100 Diamonsil C18 6.156 3.082 3.752 1.160 1.678

Tnature C18 6.046 3.027 3.775 1.144 1.605

Diamonsil C18（2） 6.119 3.022 3.774 1.127 1.640

Agilent1260 Diamonsil C18 6.106 2.954 3.772 1.116 1.697

Tnature C18 6.179 2.967 3.770 1.125 1.614

Diamonsil C18（2） 6.089 2.983 3.771 1.112 1.696

平均值 6.116 3.006 3.769 1.131 1.655

RSD/% 0.78 1.6 0.23 1.6 2.5
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HPLC-DAD法检测降糖类保健食品中非法添加的二肽基肽
酶 -4 抑制剂和钠 -葡萄糖协同转运蛋白 2 抑制剂

徐硕，徐文峰，邝咏梅，金鹏飞*（北京医院药学部，国家老年医学中心，中国医学科学院老年医学研究院，北京市

药物临床风险与个体化应用评价重点实验室（北京医院），北京　100730）

摘要：目的　利用高效液相色谱 - 二极管阵列检测器（HPLC-DAD）技术，建立降糖类保健食
品中可能添加的维格列汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、恩格列净、达格列净、卡格列净
和西格列汀等 8 种化学药物的检查方法。方法　采用 Agilent Zorbax C18 色谱柱（250 mm×4.6 
mm，5 µm），以乙腈 -0.01 mol·L－ 1 磷酸二氢铵水溶液（含 0.04% 辛烷磺酸钠，用磷酸调 pH
至 3.3）为流动相，进行梯度或等度洗脱，流速 1.0 mL·min－ 1，柱温 25℃，检测波长为 210、
220 nm。结果　8种化学成分在对应质量浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系（r≥ 0.9999）；
低、中、高 3 个质量浓度的平均回收率均在 98.8% ～ 100.7%，RSD 在 0.44% ～ 0.76%；精密
度和稳定性良好，RSD 均小于 1.0%；检测限为 0.022 ～ 0.54 μg·mL－ 1；定量限为 0.070 ～ 1.7 
μg·mL－ 1。结论　该方法简便、准确、易于推广，适用于降糖类保健食品中 8 种可能非法添
加的新型降糖化学药物的检测。
关键词：高效液相色谱 - 二极管阵列检测器；保健食品；非法添加；二肽基肽酶 -4（DPP-4）
抑制剂；钠 - 葡萄糖协同转运蛋白 2（SGLT2）抑制剂
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Determination of dipeptidyl peptidase-4 inhibitor and sodium glucose 
cotransporter 2 inhibitor illegally added in antidiabetic dietary  

supplements by HPLC-DAD

XU Shuo, XU Wen-feng, KUANG Yong-mei, JIN Peng-fei* (Department of Pharmaceutical Science, 
Beijing Hospital, National Center of Gerontology, Institute of Geriatric Medicine, Chinese Academy 
of Medical Sciences, Beijing Key Laboratory of Assessment of Clinical Drugs Risk and Individual 
Application (Beijing Hospital), Beijing  100730)

Abstract: Objective  To determine the 8 chemical drugs (vildagliptin, saxagliptin, alogliptin, 
linagliptin, empagliflozin, dapagliflozin, canagliflozin and sitagliptin) illegally added to antidiabetic 
dietary supplements by high performance liquid chromatography (HPLC) method with diode array 
detector (DAD). Methods  An Agilent Zorbax C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 µm) was used for the 
separation, with gradient elution or isocratic elution of acetonitrile and aqueous solution of ammonium 
dihydrogen phosphate (containing 0.04% sodium octane sulfonate and adjusting pH to 3.3 with 
phosphoric acid) as the mobile phase at the flow rate of 1.0 mL·min－ 1. The column temperature 
was 25℃ , and the detection wavelength was set at 210 and 220 nm. Results  Totally 8 chemical 
constituents showed good linearity between certain mass concentration ranges and the peak area (r ≥ 
0.9999). The average spiked recoveries of the low, middle and high levels ranged 98.8% ～ 100.7% 
(n ＝ 9), and the relative standard deviations (RSDs) ranged 0.44% ～ 0.76%. The precisions and 
stabilities were satisfactory with both RSDs less than 1.0%. Limit of detection and limit of quantity 
were 0.022 ～ 0.54 μg·mL－ 1 and 0.070 ～ 1.7 μg·mL－ 1, respectively. Conclusion  The method is 
simple, accurate and feasible in the detection of 8 new hypoglycemic chemical drugs illegally added 
in antidiabetic dietary supplements. 
Key words: high performance liquid chromatography-diode array detector; dietary supplement; 
illegal addition; dipeptidyl peptidase-4 inhibitor; sodium glucose cotransporter 2 inhibitor

　　保健食品因其具有保健功能或者能补充维生
素、矿物质等营养物质，正在逐步被广大群众
所接受。为谋取暴利，一些不法分子在保健食品
中添加化学药物。因添加西药成分的种类和含量
具有不确定性，消费者服用之后会引发不良反
应 [1-2]。保健品食品中非法添加化学药物的筛查方
法包括近红外光谱（NIR）法、薄层色谱（TLC）
法、高效液相色谱（HPLC）法、液相色谱 - 质
谱联用（LC-MS）法、高效毛细管电泳（HPCE）
法、离子迁移谱（IMS）法、胶体金免疫层析法
（ICA）等 [3-6]，每种检测技术有其各自的优势
和缺点。目前应用较多的主要为 HPLC 法 [1，7-11]

和 LC-MS 法 [12-15]，其中 HPLC 技术以其操作简
便、具备良好的分离能力、分析速度快及可准确
定量等优点，被广泛使用 [16]。二极管阵列检测器
（DAD）作为 HPLC 法最常用的检测器，其特点
是能进行不同波长切换，同一色谱法同时分析多
种成分，选择待测成分的最大吸收波长，从而获

得较高的灵敏度和较低的检测限。对于不能实现
基线分离且紫外吸收曲线差异较大的物质，可以
在不改变色谱条件下排除杂质的干扰，并且能够
鉴定色谱峰的纯度 [17]。
　　二肽基肽酶 -4（DPP-4）抑制剂作为一类新型
口服降糖药物，可以使患者血糖水平得到明显控
制，既可以改善胰岛素抵抗，还兼具保护心血管
和肾脏功能的作用，能使糖尿病肾病的发生及发
展得到延缓 [18-19]。传统降糖药物会导致胰岛细胞
的功能产生不可逆损害，进而使患者血糖水平难
以控制，而 DPP-4 抑制剂能够保护胰岛细胞，并
且引起低血糖的风险较低 [19-20]。已在我国批准上
市的 DPP-4 抑制剂有西格列汀、维格列汀、沙格
列汀、利格列汀和阿格列汀 [21]。钠 - 葡萄糖协同
转运蛋白 2（SGLT2）抑制剂也是近年来开发的用
于 2 型糖尿病的新型降糖药物，能使肾重吸收葡
萄糖减少，尿糖排出增加，从而降低血糖 [22]。在
我国批准上市的 SGLT2 抑制剂包括恩格列净、达
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格列净和卡格列净，该类药物主要通过增加尿液
葡萄糖的排泄降低血糖 [23-24]。糖尿病肾病是糖尿
病常见的微血管并发症之一，SGLT2 抑制剂作为
糖尿病治疗的新靶点，具有保护肾脏的优势 [23]。
　　目前检测具有辅助降糖作用保健食品中非法
添加西药成分的研究中，主要是对磺脲类和非磺
脲类胰岛素促泌剂、双胍类、α- 葡萄糖苷酶抑制
剂、胰岛素增敏剂等几类药物进行筛查 [25]。近
年来非法添加化学药物的隐蔽性日益增加，一些
新型口服降糖药物也有可能被添加，这些药物须
在医师或药师指导下应用，否则极易出现不良反
应。例如 SGLT2 抑制剂类药物报道的不良反应
主要为尿路感染和生殖系统感染 [26]，还可能诱发
低血压、低血糖、鼻咽炎 [22]。本实验室前期建立
了检测中成药和保健食品中可能非法添加的格列
喹酮、那格列奈、盐酸二甲双胍等 14 种化学药
物的 HPLC 方法 [27]，该方法中未包括对 DPP-4 抑
制剂和 SGLT2 抑制剂的检测，而目前文献对于该
类药物的非法添加筛查尚未见报道。本研究通过
HPLC-DAD 技术，建立了检测具有辅助降糖作用
保健食品中可能添加的维格列汀、沙格列汀、阿
格列汀、利格列汀、恩格列净、达格列净、卡格
列净和西格列汀等 8 种化学成分的方法，可作为
非法添加降糖药物检测方法的补充。
1　仪器与试药

1.1　仪器 
　　Agilent 1260 型高效液相色谱仪（配备有 G1311C
四元梯度泵、G1329B 自动进样器、G1316A 柱温
箱、DAD 检测器、LC OpenLAB 色谱工作站，美国
Agilent Technologies 有限公司）；XP-205 型电子天平
（精度为十万分之一，瑞士 Mettler Toledo 仪器有限
公司）；KQ-300DB 型数控超声波清洗器（昆山市超
声仪器有限公司）。
1.2　试药 
　　对照品：阿格列汀（批号：E15N11K130910，
纯度：98%）、达格列净（批号：E20J10K90919，
纯度：98%）、卡格列净（批号：E1958K44111，纯
度：99%）（上海源叶生物科技有限公司）；沙格列
汀（批号：7J32972，纯度：94.3%，美国阿斯利康
制药有限公司）；西格列汀（批号：FCB081315，
纯度：100%，英国 Fluorochem 有限公司）；维格
列汀（批号：52-GHZ-31-1，纯度：97%）、利格
列汀（批号：1-HMT-123-1，纯度：98%）、恩格
列净（批号：1-PQY-173-1，纯度：98%）[ 加拿大
Toronto Research Chemicals（TRC）公司 ]。实验

样品：具有降糖作用的保健食品 6 批，均为胶囊
剂（均为市场购买）。乙腈、磷酸为色谱纯 [ 批号
分 别 为 204129、158625，Thermo Fisher Scientific
（中国）有限公司 ]；磷酸二氢铵（分析纯，批号：
20190318）、甲醇（分析纯，批号：20210122）、辛
烷磺酸钠（分析纯，批号：20190826）（国药集团化
学试剂有限公司）；实验用水为二级实验用水。
2　方法与结果

2.1　色谱条件 
2.1.1　色谱条件Ⅰ　色谱柱为 Agilent Zorbax C18

柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相为乙腈
（A）-0.01 mol·L－ 1 磷酸二氢铵水溶液（含 0.04%
辛烷磺酸钠，用磷酸调 pH 至 3.3）（B），梯度洗
脱：0 ～ 12 min，10% ～ 35%A；12 ～ 25 min，
35% ～ 40%A；25 ～ 45 min，40% ～ 70%A。流
速为 1.0 mL·min－ 1；检测波长为 220 nm；柱温
为 25℃；进样体积为 10 µL。该条件用于维格列
汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、恩格列净、
达格列净和卡格列净的检测。
2.1.2　 色 谱 条 件Ⅱ　 色 谱 柱 为 Agilent Zorbax 
C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相为乙
腈 -0.01 mol·L－ 1 磷酸二氢铵水溶液（含 0.04%
辛烷磺酸钠，用磷酸调 pH 至 3.3）（30∶70）；流
速为 1.0 mL·min－ 1；检测波长为 210 nm；柱温
为 25℃；进样体积为 10 µL。该条件用于西格列
汀的检测。
2.2　溶液的制备 
2.2.1　对照品溶液的制备　① 混合对照品储备液
Ⅰ：精密称定各对照品适量，加入适量甲醇，超
声使其溶解，即得维格列汀、沙格列汀、阿格
列汀、利格列汀、恩格列净、达格列净和卡格
列净分别为 4932、668.2、570.4、546.8、595.8、
494.9 和 522.7 μg·mL－ 1 的混合对照品储备液。
② 混合对照品溶液Ⅰ：分别精密量取混合对照
品储备液Ⅰ2、2.5、5、10、20、40、50 mL 置于
100 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即
得系列浓度的混合对照品溶液，以中间浓度的
混合对照品溶液（维格列汀：493.2 μg·mL－ 1，
沙格列汀：66.82 μg·mL－ 1，阿格列汀：57.04 
μg·mL－ 1，利格列汀：54.68 μg·mL－ 1，恩格列
净：59.58 μg·mL－ 1，达格列净：49.49 μg·mL－ 1，
卡格列净：52.27 μg·mL－ 1）作为混合对照品溶
液Ⅰ。③ 对照品储备液Ⅱ：取西格列汀对照品
适量，精密称定，加入甲醇超声使溶解，即得质
量浓度为 1134 μg·mL－ 1 的对照品储备液Ⅱ。④ 
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对照品溶液Ⅱ：分别精密量取对照品储备液Ⅱ2、
2.5、5、10、20、40、50 mL，置于 100 mL 量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得系列浓度的
对照品溶液，以中间浓度的溶液（西格列汀 113.4 
μg·mL－ 1）为对照品溶液Ⅱ。分别精密吸取混合
对照品溶液Ⅰ、对照品溶液Ⅱ10 µL，进样分析，
用于方法的系统适用性研究和实际样品的筛查。
2.2.2　供试品溶液的制备　取相当于 1 次服用量
的样品，将其内容物置于乳钵中研细，并剪碎胶
囊壳，将两者混合均匀，精密称定内容物和胶囊
壳混合物适量，放于 50 mL 量瓶中，加入甲醇 30 
mL，超声提取（功率：350 W，频率：40 kHz）
30 min，取出，样品温度降至室温后，加甲醇稀
释至刻度，摇匀，即得。进样前用 0.22 µm 孔径
尼龙滤膜过滤。
2.2.3　阴性样品溶液的制备　阴性样品为某品牌
胶囊剂，在“2.1”项色谱条件下检测不含有上述
8 种化学成分，取该样品适量，精密称定，按照
“2.2.2”项下方法制备，即得。
2.3　专属性试验 
　　取“2.2”项下混合对照品溶液Ⅰ、对照品溶
液Ⅱ和阴性样品溶液，分别利用“2.1”项下色谱
条件Ⅰ、Ⅱ进样分析，结果表明维格列汀等 8 个
待筛查成分的检测不会受到阴性样品中其他成分
以及辅料的干扰，见图 1。8 个化学成分的 DAD
扫描叠加图见图 2。
2.4　系统适用性、线性关系、检测限和定量限 
　　取混合对照品溶液Ⅰ在“2.1.1”项下色谱条件
进样测定，结果显示其理论塔板数均在 99 000 以
上，色谱图中相邻色谱峰之间分离度大于 1.5。取
对照品溶液Ⅱ在“2.1.2”项下色谱条件进样测定，
结果西格列汀的理论塔板数大于 12 000。精密吸
取“2.2.1”项下的系列混合对照品溶液Ⅰ和西格列
汀对照品溶液（对照品溶液Ⅱ）进样测定，以各成
分的质量浓度（μg·mL－ 1，X）对峰面积（Y）进
行线性回归。以信噪比（S/N）约为 3.0 时的浓度
为各成分的检测限（LOD），S/N 约为 10.0 时的浓
度为定量限（LOQ）。结果见表 1。
2.5　精密度试验 
　　精密吸取同一回收率试验样品供试品溶液
（其中维格列汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、
恩格列净、达格列净和卡格列净的质量浓度分别
为 493.2、66.82、57.04、54.68、59.58、49.49 和
52.27 μg·mL－ 1；西格列汀的质量浓度为 113.4 
μg·mL－ 1），连续进样测定 6 次，记录峰面积，

结果维格列汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、
恩格列净、达格列净、卡格列净和西格列汀峰面
积的 RSD 分别为 0.41%、0.26%、0.34%、0.39%、

图 1　混合对照品溶液Ⅰ（A）、对照品溶液Ⅱ（B）、阴性样品溶液

Ⅰ（C）和阴性样品溶液Ⅱ（D）的 HPLC 色谱图

Fig 1　HPLC chromatograms of mixed reference solution Ⅰ（A），ref-
erence solution Ⅱ（B），negative sample solution Ⅰ（C）and negative 
sample solution Ⅱ（D）

1. 维格列汀（vildagliptin）；2. 沙格列汀（saxagliptin）；3. 阿格列汀

（alogliptin）；4. 利格列汀（linagliptin）；5. 恩格列净（empagliflozin）；

6. 达格列净（dapagliflozin）；7. 卡格列净（canagliflozin）；8. 西格列

汀（sitagliptin）

图 2　8 个化学成分的 DAD 扫描叠加图

Fig 2　DAD scanning overlay of 8 chemical components 
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0.29%、0.36%、0.39% 和 0.13%，说明仪器精密
度良好。
2.6　重复性试验 
　　取某品牌保健食品胶囊剂（阴性样品，经检
测不含有上述 8 个化学成分），精密称取 6 份，
每份称取约 2 粒内容物的量，置于 50 mL 量瓶中，
向其中分别精密加入混合储备液Ⅰ（其中维格列
汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、恩格列净、
达格列净和卡格列净的质量浓度分别为 4995、
527.8、533.6、551.3、521.9、539.7 和 559.2  
μg·mL－ 1）或对照品储备液Ⅱ（西格列汀的质量
浓度为 1065 μg·mL－ 1）5 mL，按照“2.2.2”项
下方法制备后进样测定。结果维格列汀、沙格列
汀、阿格列汀、利格列汀、恩格列净、达格列净、
卡格列净和西格列汀的平均含量分别为 12.52、
1.31、1.34、1.40、1.30、1.35、1.42 和 2.64 mg/ 粒，
RSD 均小于 2%，说明方法的重复性良好。
2.7　回收试验 
　　取某品牌保健食品胶囊剂（阴性样品，经检
测不含有上述 8 个化学成分），精密称取 9 份，
每份称取约 2 粒内容物的量，将其放于 50 mL
量瓶中，向其中分别精密加入混合储备液Ⅰ或
对照品储备液Ⅱ2.5、5、10 mL，各 3 份，按照
“2.2.2”项下方法制备后进样检测，结果 8 个成
分低、中、高 3 个质量浓度的平均回收率均在
98.78% ～ 100.7%，RSD 在 0.44% ～ 0.76%。
2.8　稳定性试验 
　　取同一回收率试验样品供试品溶液（其中维
格列汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、恩
格列净、达格列净和卡格列净的质量浓度分别
为 493.2、66.82、57.04、54.68、59.58、49.49 和
52.27 μg·mL－ 1；西格列汀的质量浓度为 113.4 
μg·mL－ 1），置于室温条件下分别在 0、2、4、8、
12、24 h 进样10 µL，记录峰面积，结果维格列汀、
沙格列汀、阿格列汀、利格列汀、恩格列净、达

格列净、卡格列净和西格列汀峰面积的 RSD 分别
为 0.94%、0.34%、0.52%、0.40%、0.50%、0.41%、
0.49% 和 0.41%，说明样品溶液在 24 h 内具有良
好的稳定性。
2.9　实际样品检测 
　　采用建立的方法对 6 批具有降糖作用的保健
食品进行检测，通过查看样品各色谱峰的保留时
间及紫外吸收光谱图，判断是否添加上述 8 种化
学药物。结果显示样品中未发现保留时间和紫外
谱图与维格列汀、沙格列汀、阿格列汀、利格列
汀、恩格列净、达格列净、卡格列净和西格列汀
均一致的色谱峰，均未检出上述成分。
3　讨论

3.1　检测波长的确定 
　　通过 8 个待筛查成分在流动相中的紫外吸收
谱图特征，对检测波长进行选择。维格列汀、沙
格列汀、阿格列汀、利格列汀、恩格列净、达格
列净、卡格列净在 220 nm 处有较强吸收，兼顾
各成分紫外吸收综合考虑，确定 220 nm 为检测
波长，而西格列汀在 220 nm 处吸收较弱，选择
其有相对较强吸收的 210 nm 作为检测波长。
3.2　色谱条件的优化 
　　本试验在综合考虑 8 个成分色谱峰理论塔板
数、对称因子、保留时间、分离度等方面的基础
上，考察了乙腈 - 水、乙腈 -0.01 mol·L－ 1 磷酸
二氢钾水溶液、乙腈 -0.1% 甲酸水溶液（用三乙
胺调 pH 值至 3.0）、乙腈 -0.01 mol·L－ 1 磷酸二
氢铵水溶液（含 0.04% 辛烷磺酸钠，用磷酸调 pH
值至 3.3）、乙腈 -0.01 mol·L－ 1 磷酸二氢铵水
溶液（含 0.04% 辛烷磺酸钠，用磷酸调 pH 值至
3.0）等不同流动相体系，最终确定利用乙腈 -0.01 
mol·L－ 1 磷酸二氢铵水溶液（含 0.04% 辛烷磺酸
钠，用磷酸调 pH 至 3.3）作为流动相。本研究在
进行梯度洗脱条件优化的过程中发现，利格列汀
与西格列汀的极性非常相近，在同一梯度或等度

表 1　8 个成分的线性关系和范围、检测限和定量限 
Tab 1　Linearity and range，LODs and LOQs of 8 chemical components

化学成分 回归方程 r 线性范围 /（μg·mL － 1） LOD/（μg·mL － 1） LOQ/（μg·mL － 1）

维格列汀 Y ＝ 2.029X ＋ 19.95 1.000 98.64 ～ 2466 0.54 1.7

沙格列汀 Y ＝ 11.60X ＋ 0.0999 1.000 13.36 ～ 334.1 0.089 0.28

阿格列汀 Y ＝ 27.86X ＋ 6.690 1.000 11.41 ～ 285.2 0.039 0.12

利格列汀 Y ＝ 47.91X ＋ 49.33 1.000 10.94 ～ 273.4 0.022 0.070

恩格列净 Y ＝ 25.81X ＋ 2.1115 1.000 11.92 ～ 297.9 0.062 0.19

达格列净 Y ＝ 24.55X ＋ 5.314 1.000 9.898 ～ 247.5 0.089 0.29

卡格列净 Y ＝ 18.29X ＋ 17.18 1.000 10.45 ～ 261.4 0.12 0.40

西格列汀 Y ＝ 18.15X ＋ 20.54   0.9999 22.68 ～ 567.0 0.061 0.20
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洗脱条件下难以实现基线分离，经反复摸索，利
用同一洗脱条件对 8 种成分同时进行分析的难
度较大，并且西格列汀在 220 nm 波长处吸收弱，
故将西格列汀通过等度洗脱条件单独筛查。在对
混合对照品溶液进行分析的过程中，考察了包括
Agilent Zorbax C18、Alltima C18、Waters XBridge 
C18 柱在内的不同品牌色谱柱，以及包括 25、30、
35℃在内的不同柱温条件的影响，结果表明采用
Agilent Zorbax C18 柱，柱温为 25℃时各成分之间
分离度良好，并且色谱峰具有良好的对称性，理
论塔板数均在 12 000 以上。
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HPLC-DAD测定止咳平喘类中成药中 12 种化学药物

汤慧，张萍，吴静，金阳，陈瑶，黄越（安徽省芜湖市食品药品检验中心，安徽　芜湖　241000）

摘要：目的　建立一种灵敏、可靠且能快速筛查止咳平喘类中成药中多种添加化学药物的检测
方法。方法　采用甲醇超声提取样品中止咳平喘类化学药物，并用高效液相色谱 - 二极管阵列
检测器（HPLC-DAD）测定其含量。采用 Platisil ODS 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以
0.5% 甲酸 - 乙腈为流动相进行梯度洗脱，检测波长为 250 nm，流速为 1.0 mL·min－ 1，柱温
为 30℃。结果　12 种化学药物在相应的浓度范围内与其对应峰面积呈良好的线性关系，相关
系数均大于 0.999。样品平均回收率为 98.6% ～ 100.3%，RSD 为 1.3% ～ 2.1%。应用该方法对
10 批次样品进行检测，均未检出阳性成分。结论　本方法操作简便、快捷，精密度、稳定性、
重复性好，能够达到快速检测止咳平喘类中成药中多种非法添加化学药物的目的。
关键词：高效液相色谱 - 二极管阵列检测器；止咳平喘；非法添加；快速筛查；含量测定；中成药
中图分类号：R927，R284.1　　文献标识码：A　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1917-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.036

Determination of 12 illegally added chemical drugs in antitussive Chinese 
traditional patent medicine by HPLC-DAD

TANG Hui, ZHANG Ping, WU Jing, JIN Yang, CHEN Yao, HUANG Yue (Wuhu Institute for Food 
and Drug Control, Wuhu  Anhui  241000)

Abstract: Objective  To develop a quick and sensitive method for the determination of illegally 
added chemical drugs in antitussive Chinese traditional patent medicine. Methods  The samples 
were extracted by ultrasonic with methanol and the chemical drugs content was determined by 
high performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD). The separation was 
performed on Platisil ODS column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) with 0.5% formic acid and acetonitrile 
as the mobile phase by gradient elution at the flow rate of 1.0 mL·min － 1. The column temperature 
was 30℃ , and the detection wavelength was set at 250 nm for the qualification and quantification. 
Results  The calibration curves were linear within the ranges of corresponding concentration. 
The correlation coefficients were above 0.999. The average recoveries of the sample were 
98.6% ～ 100.3% with RSDs at 1.3% ～ 2.1%. All the 10 batches of samples detected were negative. 
Conclusion  The method is simple, accurate, stable and reproducible, and can be used for the rapid 
determination of 12 illegally added chemicals in antitussive Chinese traditional patent medicine. 
Key words: HPLC-DAD; antitussive; illegally addition; rapid determination; content determination; 
Chinese traditional patent medicine
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　　随着工业的发展，环境污染日益严重，呼吸
道疾病尤其是慢性呼吸道疾病的患病比例不断攀
升。呼吸系统疾病已成为我国发病形势严峻、疾
病负担严重的疾病。有研究报道 [1] 显示，截止至
2019 年 6 月，我国 20 岁及以上人群哮喘患病率为
4.2%，患病人数达到 4570 万。由于哮喘为慢性疾
病，目前尚无有效根治药物，给患者带来极大的

痛苦。与西药相比，中成药作用温和、不良反应
较少，受到广大患者青睐。社会上一些不良企业
利用这一心理，在止咳平喘类中药制剂中非法添
加多种化学药物，以达到迅速缓解和治疗的目的，
但其用药人群和用药剂量难以得到有效控制，势
必对患者身体健康造成严重威胁。
　　目前，止咳平喘类中药中非法添加的化学成
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分，主要为中枢性和外周性镇咳药、肾上腺受体
激动药、平喘药、糖皮质激素类以及抗菌药物
类 [2-3]。对于这些非法添加化学药物的测定已有多
篇报道 [2，4-8]，其中大多采用质谱法，但非法添加
量通常较大，容易造成污染出现假阳性，且涉及
的仪器价格昂贵，检测成本高，不适合基层检验
机构。也有报道用新技术检测止咳平喘类中药中
非法添加的化学药物 [9-10]，但所检测化学药物种
类少。因此，亟待建立一种便捷、灵敏、可靠且
能快速筛查止咳平喘类中成药中多种添加化学药
物的检测方法，以打击制假掺伪等不法行为。
1　仪器与试药
1.1　仪器
　　Waters e2695 高效液相色谱仪配有二极管阵
列检测器 DAD（沃特世科技有限公司）；Mettler 
XP 205 电子天平 [ 梅特勒 - 托利多仪器（上海）有
限公司 ]；KQ5200DE 型高功率数控超声仪（昆山
市超声仪器有限公司）。
1.2　试药
　　 沙 丁 胺 醇（批 号：100204-201103， 含 量：
99.7%）、盐酸克仑特罗（批号：100072-201503，
含量：90.5%）、茶碱（批号：100121-201805，含量：
99.9%）、盐酸氨溴索（批号：100599-202106，含量：
100.0%）、盐酸苯海拉明（批号：100066-202108，
含 量：99.8%）、 盐 酸 异 丙 嗪（批 号：100422-
202004， 含 量：99.5%）， 盐 酸 溴 己 新（批 号：
100427-201903，含量：99.8%）、磺胺甲噁唑（批号：
100025-201906，含量：99.8%）、醋酸氢化可的松
（批号：100013-201408，含量：99.5%）、醋酸泼尼
松（批号：100012-202108，含量：99.7%）、地西
泮（批号：171225-201805，含量：99.9%）（中国食
品药品检定研究院）；西马特罗（批号：21060848，
含量：99.6%，坛墨质检 - 标准物质中心）。甲酸为
分析纯（国药集团化学试剂有限公司），甲醇、乙
腈均为色谱纯（默克有限公司），水为超纯水；样
品来自芜湖市药品批发部门在售中成药 6 个品种共
10批次（蛇胆陈皮胶囊1批，小儿咳喘灵颗粒2批，
咽炎片 2批，二陈丸 1批，小儿化痰止咳颗粒 2批，
小儿肺热咳喘颗粒 2 批）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　色谱柱：Platisil ODS（4.6 mm×250 mm，5 
μm）；流动相 A：0.5% 甲酸，流动相 B：乙腈，
按表 1 程序进行梯度洗脱；检测波长：250 nm，
同时用 DAD 监测，检测波长：190 ～ 400 nm，
分辨率：1.2 nm；流速：1.0 mL·min－ 1；柱温：
30℃；进样体积：20 μL。

2.2　溶液的制备
2.2.1　对照品溶液的制备　精密称取西马特罗、
盐酸克仑特罗、茶碱、盐酸氨溴索、盐酸异丙嗪、
盐酸溴己新、磺胺甲噁唑、醋酸氢化可的松、醋
酸泼尼松、地西泮对照品各 10 mg（按纯度折算
后），分别置于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀
释至刻度，制成每 1 mL 含 1 mg 的储备液。精密
称取沙丁胺醇对照品 100 mg（按纯度折算后）置
于 5 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，制
成每 1 mL 含 20 mg 的储备液。精密称取盐酸苯
海拉明对照品 50 mg（按纯度折算后）置于 5 mL
量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，制成每 1 mL
含 10 mg 的储备液。4℃避光保存。临用时，精
密量取上述储备液各 1 mL 置于同一 20 mL 量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，作为混合对照品溶液。
2.2.2　供试品溶液的制备　取供试品一次服用量
（片剂 2 片，除去包衣；胶囊剂 2 粒，取内容物；
丸剂 10 丸；颗粒剂 1 g），研细，置于具塞锥形
瓶中，加甲醇 10 mL，超声处理 20 min，放至室
温，滤过，作为供试品溶液。
2.3　专属性试验
　　取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.1”项
下色谱条件进样测定，记录色谱图（见图 1）。从
色谱图中可以看出12种化学药物均达到基线分离。
2.4　精密度试验
　　取同一混合对照品溶液，连续进样 6 次，计
算沙丁胺醇、西马特罗、盐酸克仑特罗、茶碱、
盐酸氨溴索、盐酸苯海拉明、盐酸异丙嗪、盐酸
溴己新、磺胺甲噁唑、醋酸氢化可的松、醋酸泼
尼松、地西泮色谱峰峰面积的 RSD 分别为 0.49%、
0.12%、0.28%、0.50%、0.63%、0.30%、0.52%、
0.14%、0.53%、0.32%、0.11%、0.17%（n ＝ 6）。
保留时间的 RSD 分别为 0.27%、0.14%、0.26%、
0.090%、0.080%、0.070%、0.050%、0.040%、
0.040%、0.11%、0.070%、0.060%（n ＝ 6）。
2.5　线性关系、检测限及定量限
　　依次精密量取“2.2.1”项下配制好的对照品
储备液 1.0 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，用甲醇
定容并摇匀，依次梯度稀释，配制成系列质量浓

表 1　流动相洗脱程序 
Tab 1　Mobile phase elution procedure

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%
  0 92   8
  8 60 40
20 45 55
30 35 65
33 92   8
43 92   8
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度对照品溶液，进样测定，以对照品进样量（X，
μg）为横坐标，峰面积（Y）为纵坐标，绘制标准
曲线，计算回归方程；以信噪比（S/N）为 3∶1
和 10∶1 为基准，推测各化合物的检测限（LOD）
和定量限（LOQ）。结果见表 2。
2.6　重复性试验
　　取其中一份样品（阴性），精密称取 6 份，每
份约 1 g，置于 10 mL 量瓶中，各加入适量盐酸
异丙嗪对照品，使其终浓度相同，按“2.2.2”项
下方法制备供试品溶液，进样测定，记录色谱峰
面积。结果盐酸异丙嗪峰面积的 RSD 小于 2.0%。
2.7　稳定性试验
　　取同一混合对照品溶液分别于 0、6、12、
24、48、72 h 进样，测定其峰面积，计算各成分
峰面积的 RSD 均小于 2.0%，表明混合对照品溶
液在 72 h 内稳定。

图 1　12 种止咳平喘类化学药物的 HPLC 图谱

Fig 1　Chromatograms of 12 antitussive chemical drugs
1. 沙丁胺醇（albuterol）；2. 西马特罗（cimaterol）；3. 茶碱（theoph-
ylline）；4，5. 盐酸克仑特罗（clenpenterol hydrochloride）；6. 盐酸氨

溴索（ambroxol hydrochloride）；7. 盐酸苯海拉明（diphenhydramine 
hydrochloride）；8. 盐酸异丙嗪（promethazine hydrochloride）；9. 盐
酸溴己新（bromhexine hydrochloride）；10. 磺胺甲噁唑（sulfame-
thoxazole）；11. 醋酸氢化可的松（hydrocortisone acetate）；12. 醋酸泼

尼松（prednisone 21-acetate）；13. 地西泮（diazepam）

2.8　回收试验
　　取其中一份样品（阴性），精密称取 6 份，每
份约 1 g，置于 10 mL 量瓶中，分别精密加入
“2.2.1”项下混合对照品溶液 5 mL，按“2.2.2”项
下方法制备供试品溶液，再进样测定，计算回收
率。结果 12 种成分的平均回收率均在 98.6% ～ 

100.3%，RSD 值在1.3%～2.1%，符合方法学要求。
2.9　样品测定
2.9.1　样品测定　按“2.2.2”项下方法处理样品，
进样测定。10 批中成药供试品溶液色谱中如检
出与对照品溶液保留时间相同的色谱峰，采用
DAD 比较相应色谱峰的紫外 - 可见吸收光谱来进
行初筛。结果 10 批样品均未检出非法添加成分。
2.9.2　模拟阳性样品测定　选取 1号样品（阴性），
精密称取 0.5 g，置于 10 mL 量瓶中，精密加入
“2.2.1”中混合对照品溶液 5 mL，按“2.2.2”项下
方法制备供试品溶液，再按照“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录色谱峰面积，12 种添加化学药
物均能有效检出，峰 1 到峰 13 与图 1 中相对应，
其中峰 3 与样品峰 a 重叠，峰 9 与样品峰 d 重叠，
但吸收光谱完全不同，光谱及色谱图见图 2。
3　讨论
3.1　色谱条件优化
　　本方法中流动相的选择，在参考相关文
献 [4，11-14] 的基础上，考察了混合对照品溶液
在 0.1% 甲酸 - 甲醇、0.1% 三氟乙酸 - 乙腈、20 
mmol•L－ 1 乙酸铵 - 甲醇、50 mmol•L－ 1 乙酸铵 -
乙腈等流动相系统中的等度和梯度洗脱的色谱行
为，最终采用了 0.5% 甲酸 - 乙腈为流动相进行梯
度洗脱，在此流动相体系下各组分分离度良好。
3.2　波长确定
　　设置 DAD 波长为 190 ～ 400 nm，从记录的
3D 色谱图中分别提取各物质的吸收光谱，并观
察不同检测波长下 12 种化学药物的色谱峰面积

表 2　12 种化学药物线性关系及检测下限、定量下限 
Tab 2　Linear equation，linearity，correlation coefficient (r)，LOD and LOQ for 12 chemical drugs

成分 线性范围 /（μg·mL － 1） 回归方程 r LOD/μg LOQ/μg
沙丁胺醇  65 ～ 10 000 y ＝ 345.3x － 6.887×103 1.000 0.400 1.300
西马特罗 1.0 ～ 1000 y ＝ 1.505×104x ＋ 2.243×104 1.000 0.006 0.020
茶碱 0.8 ～ 500 y ＝ 2.327×104x － 1.990×104 0.9995 0.005 0.016
盐酸克仑特罗 0.9 ～ 1000 y ＝ 3.178×104x ＋ 7.118×104 1.000 0.006 0.018
盐酸氨溴索 1.0 ～ 1000 y ＝ 3.039×104x ＋ 7.609×104 0.9995 0.004 0.020
盐酸苯海拉明  10 ～ 1000 y ＝ 1.812×103x － 92 1.000 0.066 0.200
盐酸异丙嗪 0.5 ～ 500 y ＝ 9.859×104x ＋ 1.326×104 0.9990 0.001 0.004
盐酸溴己新 1.0 ～ 1000 y ＝ 2.405×104x ＋ 7.171×104 1.000 0.006 0.020
磺胺甲噁唑 0.7 ～ 1000 y ＝ 2.722×104x ＋ 7.256×104 0.9990 0.004 0.014
醋酸氢化可的松 2.0 ～ 1000 y ＝ 3.085×104x ＋ 5.611×104 0.9990 0.008 0.026
醋酸泼尼松 1.0 ～ 1000 y ＝ 3.496×104x ＋ 7.590×104 0.9990 0.010 0.027
地西泮 0.5 ～ 500 y ＝ 1.085×104x ＋ 2.871×104 1.000 0.003 0.010
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大小，结果西马特罗、盐酸克仑特罗、盐酸氨溴
索、盐酸异丙嗪、盐酸溴己新、醋酸氢化可的松
和醋酸泼尼松在 250 nm 附近达到吸收峰值，另
外 5 种化学药物也有明显吸收，故选择 250 nm
作为定量检测波长。
3.3　方法的有效性
　　本试验建立了一种灵敏、可靠且能快速筛查
止咳平喘类中成药中多种添加化学药物的检测方
法，出峰时间短，12 种化学药物在 23 min 内全
部出峰，大大提高了筛查效率。在方法建立的初
期，根据文献调研选取了 17 种非法添加物，在
方法摸索过程中去掉了 5 种响应值小、相对不常
用的化学药物。本方法的检测灵敏度已经过验证，
可以满足监管需要，而且能达到治疗效果的非法
添加量通常比较大，远远大于检测灵敏度，再加
上检测样品时会利用 3D 图谱在目标添加物的保
留时间处查看全波段吸收，不会出现假阴性结
果。本试验所检 10 批样品，阳性率为 0，均未检
出非法添加成分，一定程度上说明正规厂家所生
产的有批准文号的止咳平喘类产品质量可靠，能
保证用药安全。为进一步验证方法的准确性，本
试验还进行了模拟阳性样品的检测，检出率为
100%，说明该方法对上述 12 种非法添加的止咳
平喘类化学药物具有很好的识别性，可以用于止
咳平喘类产品非法添加的快速筛查工作。
　　由于经费限制，课题组所检样品购买渠道单
一，品种有限，代表性还有所不足。目前已建立
相应的筛查数据库，期待更多的检验机构能使用
该数据库进行筛查，扩大样本品种和数量，进一
步完善和确证本检测方法。
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图 2　1 号样品及模拟阳性的光谱和 HPLC 图谱

Fig 2　Ultraviolet spectra and chromatograms of No.1 sample and simulated sample
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电感耦合等离子体质谱法测定盐酸左氧氟沙星氯化钠 
注射液中 24 种元素杂质的含量

赵冯，张杞柳，张石楠，陈辉*（徐州市检验检测中心，江苏　徐州　221000）

摘要：目的　建立电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）法同时测定盐酸左氧氟沙星氯化钠注射液中

24 种元素杂质的含量。方法　样品直接稀释后分析，内标元素为钪（45），铟（115），铋（209）。

内标液添加 5% 异丙醇进行基质匹配。射频功率 1550 W，He 气模式，雾化气流量 0.7 L·min－ 1，

补偿气流量 0.3 L·min－ 1。结果　24 种元素在各自的检测浓度范围内线性关系良好（r ＞ 0.999）。

检测限为 0.000 04 ～ 0.04 ng·mL－ 1，加标回收率为 77% ～ 113%，重复性 RSD 在 1.0% ～ 6.8%，

中间精密度 RSD 在 1.3% ～ 7.9%。不同厂家的盐酸左氧氟沙星氯化钠注射液中的 24 种元素杂质

含量均符合人用药品技术要求国际协调理事会（ICH）的相关规定。结论　本实验建立的检测方

法简便快速，准确灵敏，可用于盐酸左氧氟沙星注射液中元素杂质的质量控制。

关键词：盐酸左氧氟沙星氯化钠注射液；ICP-MS；ICH Q3D；元素杂质；基质匹配
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Content determination of 24 element impurities by ICP-MS in levofloxacin 
hydrochloride and sodium chloride injection

ZHAO Feng, ZHANG Qi-liu, ZHANG Shi-nan, CHEN Hui* (Xuzhou Inspection Testing Center, 
Xuzhou  Jiangsu  221000)

Abstract: Objective  To simultaneously determine 24 impurities in levofloxacin hydrochloride and 
sodium chloride injection by inductively coupled plasma mass spectroscopy (ICP-MS). Methods  
Samples were analyzed after direct dilution. Sc (45), In (115) and Bi (209) were used as the internal 
standard. The internal standard solution was supplemented with 5% isopropanol for matrix matching. 
Radio frequency power was set at 1550 W, He gas mode, and the nebulizer gas flow was set at 0.7 
L·min－ 1, and make up gas flow was set at 0.3 L·min－ 1. Results  The 24 elements showed good 
linearity in the specified concentration range with all the correlation coefficients (r) above 0.999. The 
detection limits ranged 0.000 04 ～ 0.04 ng·mL－ 1, the recoveries ranged 77% ～ 113%, and the 
repeatability and intermediate precision ranged 1.0% ～ 6.8% and 1.3% ～ 7.9%, respectively. The 
content of 24 elemental impurities in levofloxacin hydrochloride and sodium chloride injection from 
different manufacturers met the ICH requirements. Conclusion  The established method is simple, 
rapid, accurate, and sensitive, and suitable for the impurity control in levofloxacin hydrochloride and 
sodium chloride injection. 
Key words: levofloxacin hydrochloride and sodium chloride injection; ICP-MS; ICH Q3D; element 
impurity; matrix matching
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　　盐酸左氧氟沙星氯化钠注射液为临床上常用
的大容量静脉注射剂，适用于敏感细菌引起的
中、重度感染，如呼吸系统感染 [1]，生殖系统感

染 [2] 等，其抗菌谱广，抗菌力强。该品种现行有
效的国家标准规定了重金属检查项 [3]，方法采用
显色比较法，原理为在规定条件下与硫代乙酰胺
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或硫化钠作用而显色 [4]，和标准铅溶液的显色反
应进行比对，通过目测以确定是否超出限度。该
方法目前广泛应用于我国大容量注射剂的质量标
准中，但其存在主观误差较大，且无法分析单个
元素的浓度等缺陷，具有较大局限性 [5]。
　　近年来，对元素杂质的质量控制得到不断重
视。人用药品技术要求国际协调理事会（ICH） 
Q3D[6] 基于对风险控制的要求，根据元素的毒性
及其在药品中出现的可能性，将指导原则中的元
素分为 1、2、3 类和毒性较低的其他元素。其中
前 3 类风险较高的元素杂质根据不同给药途径给
出了不同的限度（允许日暴露量，PDE）。虽然质
量要求不断提高，但目前对药物中元素杂质进行
的研究较少，且多集中于针剂或中药制剂中，而
对临床用量较大更需要控制元素杂质的大容量注
射剂研究较少。
　　电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）法具有灵
敏度高、检测限低且可同时分析多种金属元素等
优点，已在元素杂质分析中广泛应用。本研究建
立 ICP-MS 法，对盐酸左氧氟沙星氯化钠注射液
中 ICH Q3D 规定的 24 种元素杂质进行考察，以
期为该品种及其他大容量注射剂中的元素杂质的
质量控制提供参考。
1　材料

1.1　仪器

　　7900 电感耦合等离子体质谱仪（美国安捷
伦公司），XS205DU 电子天平（梅特勒托利多公
司，精度：0.1 mg），MilliporeMilli-Q 超纯水机
（Millipore 公司）。
1.2　试药

　　硝酸（批号：20211215，电子级，国药集团
化学试剂有限公司）；盐酸（批号：2101291，优
级纯，西陇科学股份有限公司）；异丙醇（批号：
K53060340107，色谱纯，德国默克公司）；超纯
水（MilliporeMilli-Q 超纯水机处理后的去离子水），
实验所用容器材质均为聚丙烯。注射药物元素混
标 class1&2A[ 批 号：S2-MEB709074， 含 砷（As）
15 μg·mL－ 1、 镉（Cd）2 μg·mL－ 1、 钴（Co）
5 μg·mL－ 1、 铅（Pb）5 μg·mL－ 1、 汞（Hg）3 
μg·mL－ 1、 镍（Ni）20 μg·mL－ 1、 钒（V）10 
μg·mL－ 1，Inorganic VENTURES 公 司 ]； 注 射 药
物元素混标 class2B [ 批号：S2-MEB709076，含金
（Au）100 μg·mL－ 1，铱（Ir）、锇（Os）、钯（Pd）、
铂（Pt）、铑（Rh）、钌（Ru）均为 10 μg·mL－ 1，
硒（Se）80 μg·mL－ 1，银（Ag）10 μg·mL－ 1，铊

（Tl）8 μg·mL－ 1，Inorganic VENTURES 公司 ]；注
射药物元素混标 class3 [ 批号：S2-MEB709070，含
锑（Sb）9 μg·mL－ 1，钡（Ba）70 μg·mL－ 1，铬
（Cr）110 μg·mL－1，铜（Cu）30 μg·mL－1，锂（Li）
25 μg·mL－ 1，钼（Mo）150 μg·mL－ 1，锡（Sn）
60 μg·mL－ 1，Inorganic VENTURES 公 司 ]；Au 单
元素标准溶液（批号：0111978523，1000 μg·mL－ 1，
Aglient 公司）；内标标准液 [ 批号：0011332062，含
锂（Li），钪（Sc），钇（Y），铟（Im），铽（Tb），
铋（Bi）均为 100 mg·L－ 1，Aglient 公司 ]。盐酸
左氧氟沙星注射液（规格：100 mL，含左氧氟沙星
0.2 g 和氯化钠 0.9 g。四川科伦药业有限公司，批
号：D20091103A，广州彼迪药业有限公司，批号：
20220310，20220201，说明书最大日剂量为 0.6 g）。
2　方法与结果

2.1　仪器工作条件

　　检测模式为 He 气模式，He 气流量 4.5 L·min－ 1，
射频功率 1550 W，等离子体气流量 15.0 L·min－ 1，
雾化气流量 0.7 L·min－ 1，补偿气流量 0.3 L·min－ 1，
进样深度 8 mm，重复次数为 3 次，扫描次数为 100
次。蠕动泵转速 0.1 r·s－ 1，雾化室温度 2.0℃，采
样锥类型为铜基镍尖，透镜偏转电压 4.0 V，能量歧
视 5.0 V。
2.2　溶液制备

2.2.1　标准曲线溶液的制备　取注射药物元素混
标 class1&2A 100 μL，注射药物元素混标 class2B 
100 μL，Au 单元素标准溶液 20 μL，注射药物元
素混标 class3 1.00 mL，用 2% 硝酸和 2% 盐酸混
合溶液稀释并定容至 30.00 mL，作为多元素混合
标准储备液。取混合标准储备液 0、0.30、0.50、
1.00、1.50、2.00 mL，用 2% 硝酸和 2% 盐酸混合
溶液稀释定容至 20.00 mL，制备成 0、0.3J、0.5J、
1.0J、1.5J、2.0J 线性溶液。J 值等于各元素的限
度除以日最大剂量再除以样品稀释倍数。
2.2.2　内标溶液的制备　取内标标准液 500 μL，
加入 2.5 mL 异丙醇，用 2% 硝酸和 2% 盐酸混合
溶液稀释并定容至 50.00 mL。内标溶液中，含 5%
异丙醇，作为基质匹配。
2.2.3　供试品溶液的制备　精密量取盐酸左氧氟
沙星氯化钠注射液 1 mL，用 2% 硝酸和 2% 盐酸
混合溶液稀释至 20.00 mL，摇匀。
2.3　测定法

　　本实验选用 45Sc、115In、209Bi 为内标元素，其
中 目 标 同 位 素 7Li、51V、52Cr、59Co、60Ni、63Cu、
75As、78Se 以 45Sc 为 内 标，95Mo、101Ru、103Rh、
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105Pd、107Ag、111Cd、118Sn、121Sb、137Ba 以 115In 为内
标，189Os、193Ir、195Pt、197Au、201Hg、205Tl、208Pb 以
209Bi 为内标。内标液引入方式为经内标管由 T 型三
通在线引入。仪器调谐完毕后，依次引入校准空白
溶液，标准曲线溶液和供试品溶液，以各元素浓度
值为横坐标，目标元素与内标元素的响应（计数值
CPS）的比值（Ratio）为纵坐标，绘制标准曲线，

根据标准曲线计算得到样品中各元素杂质的含量。
2.4　方法学验证

2.4.1　线性关系考察　在各元素限度浓度的
0 ～ 200% 范围内配制 6 个点，进样分析，以各
元素浓度值为横坐标，Ratio 为纵坐标，绘制标准
曲线，得到各元素线性方程和相关系数，结果见
表 1，结果表明本方法各元素线性良好。

表 1　元素杂质回归方程、PDE值、J值 
Tab 1　Regression equations，PDE and J value for elemental impurities

元素 回归方程
线性范围 /

（ng·mL － 1）
r

PDE/
（μg·d － 1）

J/
（ng·mL － 1）

检测限（LOD）/
（ng·mL － 1）

定量限（LOQ）/
（ng·mL － 1）

Cd y ＝ 2.004×10 － 3x － 7.567×10 － 8 0.10 ～ 0.67 1.000 2 0.33 0.000 250 0.000 833

Pb y ＝ 1.327×10 － 2x ＋ 2.069×10 － 4 0.25 ～ 1.67 0.9999 5 0.83 0.001 17 0.003 90

As y ＝ 1.106×10 － 2x ＋ 2.113×10 － 4 0.75 ～ 5.0 1.000 15 2.5 0.004 76 0.0158

Hg y ＝ 6.312×10 － 4x ＋ 9.586×10 － 7 0.15 ～ 1.00 0.9999 3 0.5 0.000 502 0.001 67

Co y ＝ 8.124×10 － 2x ＋ 1.912×10 － 4 0.25 ～ 1.67 1.000 5 0.83 0.001 17 0.003 91

V y ＝ 3.205×10 － 2x ＋ 7.560×10 － 3 0.50 ～ 3.33 0.9999 10 1.67 0.0284 0.0948

Ni y ＝ 2.327×10 － 2x ＋ 1.020×10 － 3 1.00 ～ 6.67 1.000 20 3.33 0.004 97 0.0165

Tl y ＝ 9.888×10 － 3x ＋ 8.094×10 － 6 0.4 ～ 2.67 1.000 8 1.33 0.000 25 0.000 82

Au y ＝ 4.923×10 － 3x ＋ 3.474×10 － 4 15 ～ 100 0.9997 300 50 0.0133 0.0446

Pd y ＝ 5.563×10 － 3x － 1.051×10 － 4 0.5 ～ 3.33 0.9999 10 1.67 0.008 83 0.0294

Ir y ＝ 8.970×10 － 3x ＋ 6.349×10 － 7 0.5 ～ 3.33 1.000 10 1.67 0.000 0530 0.000 177

Os y ＝ 2.589×10 － 3x ＋ 1.015×10 － 5 0.5 ～ 3.33 1.000 10 1.67 0.001 37 0.004 56

Rh y ＝ 2.662×10 － 2x ＋ 1.473×10 － 6 0.5 ～ 3.33 1.000 10 1.67 0.000 041 0.000 136

Ru y ＝ 4.486×10 － 3x ＋ 2.670×10 － 6 0.5 ～ 3.33 1.000 10 1.67 0.000 711 0.002 37

Se y ＝ 9.806×10 － 4x － 2.926×10 － 6 4.0 ～ 26.67 0.9999 80 13.33 0.0395 0.131

Ag y ＝ 8.098×10 － 3x ＋ 5.105×10 － 6 0.75 ～ 5.0 1.000 15 2.5 0.000 510 0.001 69

Pt y ＝ 3.107×10 － 3x ＋ 1.414×10 － 6 0.5 ～ 3.33 0.9999 10 1.67 0.000 238 0.000 793

Li y ＝ 1.612×10 － 4x － 1.399×10 － 4 12.5 ～ 83.33 0.9999 250 41.67 0.0414 0.138

Sb y ＝ 4.705×10 － 3x ＋ 3.975×10 － 4 4.5 ～ 30 1.000 90 15 0.0043 0.0143

Ba y ＝ 1.696×10 － 3x ＋ 6.114×10 － 5 35.0 ～ 233.3 1.000 700 116 0.0207 0.0690

Mo y ＝ 3.257×10 － 3x ＋ 2.133×10 － 5 75 ～ 500 1.000 1500 250 0.002 80 0.009 35

Cu y ＝ 6.769×10 － 2x ＋ 8.846×10 － 3 15 ～ 100 1.000 300 50 0.007 38 0.0246

Sn y ＝ 3.375×10 － 3x ＋ 2.497×10 － 3 30 ～ 200 1.000 600 100 0.0333 0.111

Cr y ＝ 4.477×10 － 2x ＋ 5.179×10 － 3 55 ～ 366.6 1.000 1100 183 0.0173 0.0578

2.4.2　检测限与定量限　取空白溶液（稀释剂）
连续测定 11 次，计算 11 次 Ratio 的标准偏差
（SD）。按照 LOD ＝ 3SD/K、LOQ ＝ 10SD/K 计
算各元素的检测限和定量限（K 为回归方程斜
率）。结果见表 1，表明方法灵敏度良好。
2.4.3　加标回收试验　精密量取批号为 D20091103A
的注射液样品 1 mL 9 份，分别置 20 mL 量瓶中，分
别加入多元素混合标准曲线储备液 0.5、1.0、1.5 
mL，每个浓度平行 3 份，用 2% 硝酸和 2% 盐酸混
合溶液稀释至刻度，分别作为低、中、高浓度加标
供试溶液。取注射液样品 1.0 mL，用 2% 硝酸和 2%
盐酸混合溶液稀释至 20.00 mL 作为样品空白，按
“2.1”项下参数进样测定，计算回收率，实验测得各

元素加标回收率在 77% ～ 113%。一般要求加标回
收率在 70% ～ 150%[7]，表明本方法回收率良好。
2.4.4　重复性与中间精密度　精密量取批号为
D20091103A 的注射液样品 1 mL 6 份，分别置 20 
mL 量瓶中，加入多元素混合标准曲线储备液 1.0 
mL，用 2% 硝酸和 2% 盐酸混合溶液稀释至刻度，
进样分析，根据连续 6 次测定结果计算各元素的
RSD，考察重复性，要求 RSD 不超过 20%。由
另一位试验人员在不同时间按重复性方法重新配
制 6 份加标供试溶液，进行试验，考察随机变动
对精密度的影响，计算 12 份次测定结果的 RSD，
来考察中间精密度，要求 RSD 不超过 25%[7-8]。
结果实验测得重复性 RSD 在 1.0% ～ 6.8%，中间
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精密度 RSD 在 1.3% ～ 7.9%，表明本方法重复性
和中间精密度良好。
2.4.5　稳定性考察　取新配制的标准曲线溶液，将
重复性项下的供试溶液，放置24 h 后测定，与临用
新制比较，计算各元素含量的 RSD，考察溶液稳
定性，结果实验测得稳定性 RSD 在 0.50% ～ 9.0%，
表明本方法溶液 24 h 内稳定。
2.5　样品的检测与结果 
　　取 3 个批次盐酸左氧氟沙星氯化钠注射液，
平行 2 份，分别按“2.2.3”项下方法配制供试品
溶液，进样分析，计算元素杂质含量，结果见表
2，从结果中可以看出，建立的方法具有较高的
灵敏度，可以检测出极微量的杂质元素，虽然各
样品中杂质元素含量均低于 ICH 规定限度，但各
厂家之间具有较大差异，可为企业提高生产工艺
和质量控制提供有效的依据。

表 2　各元素杂质在样品中的含量 (ng·mL － 1) 
Tab 2　Content of each element impurities in the sample (ng·mL － 1)

元素
批号

限度
D20091103A 20220201 20220310

Cd 0.012 0.019 0.137 6.7

Pb 0.843 1.504 4.750 16.7

As 0.104 0.186 0.231 50.0

Hg － － － 10.0

Co 0.132 0.111 0.293 16.7

V － － － 33.3

Ni 1.053 0.924 2.014 66.7

Tl － － － 26.7

Au － － － 1000.0

Pd 0.118 0.360 0.322 33.3

Ir － － － 33.3

Os － 0.073 0.040 33.3

Rh － － － 33.3

Ru － － － 33.3

Se － 0.675 － 266.7

Ag 0.044 0.010 0.010 50.0

Pt － － － 33.3

Li － － － 833.3

Sb 0.526 0.430 － 300.0

Ba 8.529 2.535 18.693 2333.3

Mo 0.308 0.397 0.278 5000.0

Cu 1.098 0.995 2.542 1000.0

Sn 2.171 1.732 0.146 2000.0

Cr 4.469 5.913 13.649 3666.7

注：－表示未检出。

Note：－ Indicates not detected.

3　讨论

3.1　目标元素的选择

　　ICH Q3D 基于风险管控的原则，对药品中元
素杂质的限度提出了控制和评价的要求，将元素
杂质分为 1 类、2 类（2A、2B）、3 类和毒性较
低的其他元素。其中给出 PDE 值的前 3 类元素
共 24 个，毒性较低的其他元素并未给出 PDE 值。
虽然 2B 类和 3 类中有部分非必检元素，但考虑
到本制剂为大容量静脉注射剂，在用药过程中，
进入机体的量较大，并且目前《中国药典》中并
未有相关指导原则 [9]，市售样品的元素杂质情况
并不清楚。因此，本研究选择对 ICH 中已给出
PDE 值的 24 种元素进行分析测定。
3.2　基质效应的消减 
　　本品基质中含有较高浓度的钠离子，会以电
离抑制、分子离子、离子散焦等方式影响分析物
信号 [10-11]。因此需要选择适当的前处理和仪器参
数降低高盐基质的信号干扰 [12]。
3.2.1　前处理方法的选择　ICP-MS 检测样品前处
理方法一般包括直接稀释、直接溶解 [13]、微波消
解和湿法消解等，本品为澄清溶液，有机物含量不
高，黏稠度较低，元素杂质含量也极低，综合考虑
降低污染风险和操作便捷性，优先选择直接稀释的
方法。对本制剂进行分析的难点在于，本品直接进
样测定时基质效应较大，内标回收率不符合要求，
需要进行稀释，但本品为大容量注射剂，由于日最
大使用剂量造成进入患者体内药物的体积相对于其
他种类的药物制剂来说比较大，部分目标元素杂质
（如 Cd、Hg、Co、V 等）的 PDE 值又较低，如果
样品稀释倍数较大，则可能造成有些元素在稀释过
程中检测不出或者无法准确定量，对仪器检测限和
标准曲线配制范围的要求较高。想取得较高的测量
准确度，需要考察适合的样品稀释倍数以对应于适
合的标准曲线浓度范围。同时待测元素中 Li 元素
由于质量数较低，离子体积较小，容易受到离子散
焦的影响，实验过程中发现随着稀释倍数的增加，
Li 元素的加标回收率会逐渐提高，考察不同稀释
倍数（0到200倍）发现，当 NaCl 质量浓度从0.05%
降低到 0.01% 时，回收率从 75% 提高至 100% 左
右。综合考虑加标回收率情况、常规雾化器样品
通过性与灵敏度因素，将本品稀释倍数定为 20 倍
（含 NaCl 为 0.045%）。
　　Ir、Os、Rh、Ru、Hg 等元素化学性质较不稳定，
在用单纯硝酸稀释液稀释时加标回收率较低，且溶
液稳定性测试时变化率极大，本研究采用含 2% 硝
酸与 2% 盐酸的混合溶液作为稀释剂，盐酸可作为
络合剂提高样品中 Hg 元素的加标回收率，并且可
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以提高 Ir、Os、Rh、Ru 元素 24 h 内的稳定性。
3.2.2　内标溶液的优化　采用 ICP-MS 法进行多元
素分析时，容易受到氧化物和多原子离子的干扰，
样品溶液不同，元素间的浓度差异也容易引起误
差。在线内标法则可有效监控和校正信号的漂移，
更有效地校正误差。同时 ICP-MS 法也常存在较为
明显的基体效应，考察内标回收率是发现基体效应
较为有效的手段。本方法在选择分析条件时，考察
了不同浓度内标溶液的影响以及单纯内标标准液配
制内标溶液和添加有机试剂进行基质匹配对分析测
试效果之间的差异，最终确定在内标溶液中加入5%
异丙醇进行基质匹配，并采用不同质量数和电离能
分布的 45Sc、115In、209Bi 多元素内标在线加入的方
式 [14]，配合样品稀释，以控制内标元素的内标回收
率变化趋势，可以使各内标元素的内标回收率稳定
在 80% ～ 120%，并且取得较好的元素加标回收率。
3.2.3　仪器参数的优化　本样品含有较高浓度
的 NaCl，为了降低高盐机体的基质效应，本研
究对气体流量进行了优化，采用载气流量 0.7 
L·min－ 1，补偿气流量 0.3 L·min－ 1，降低进入
等离子体的总离子浓度，并保证足够的灵敏度。
3.2.4　结果分析　根据前期对生产企业的处方及
合成工艺的调研结果可知，本制剂的原料药盐酸
左氧氟沙星在生产过程中未使用金属催化剂，但
在合成左氧氟环合酯工艺中使用了 L- 氨基丙醇，
经查 L- 氨基丙醇的合成工艺中使用了钌催化剂，
金属钌的氧化物和有机化合物对人体有较大毒
性，并且会蓄积在骨骼中，可能导致长期健康危
害。欧州药物评审组织（EMEA）关于金属催化
剂或金属试剂残留量限度规定的指导文件将金属
催化剂按风险级别分类管理，Ru 作为 1 类金属，
应严格控制其残留量。因此，Ru 是需要评估的潜
在风险元素杂质。本实验结果看出，3 个批次均
未检出。
　　盐酸左氧氟沙星在生产过程中用到的反应
釜、离心机、干燥机、粉碎机、过筛机的内壁均
为不锈钢，其成分表中含 ICH Q3D 中需评估的
2A 类元素 Ni。但由于生产过程中的溶液均非强
酸、强碱状态，无腐蚀性，从不锈钢中溶出元素
杂质的可能性较低，但不排除有溶出性，因此，
本研究把 2A 类元素 Ni 列入本制剂中可能存在的
潜在残留元素。分析结果显示，3 个批次均有检
出，但均未超出 ICH 限度。
　　从实验结果中看出，各样品 24 种杂质元素
含量均低于 ICH 规定限度，但值得关注的是，1

类高毒性元素除 Hg 外，Pb、Cd 和 As 均有检出，
其中有的批次 Pb 含量达到了限度的 30%。此外，
虽然 Ru 和 Ni 的含量远低于限度，但作为潜在残
留元素，对其风险监控十分有必要。
　　本文建立了 ICP-MS 直接测定盐酸左氧氟沙星
氯化钠注射液中 24 种元素杂质含量的方法并进行了
方法学验证，结果表明该法灵敏度高，准确性好。
对不同厂家共 3 批样品进行了检测，虽然测定的元
素杂质结果都满足 ICH 限度要求，但不同厂家结果
存在一定的差异，说明建立灵敏度高、准确性好的
多元素杂质检测方法更有利于企业进行质量评估和
控制，提高产品质量。综上，本法灵敏度高、稳定
性好，快速、可靠，可为盐酸左氧氟沙星氯化钠注
射液及其他大容量注射剂的质量控制提供参考。
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基于指纹图谱、含量测定及多元统计分析的 
银花感冒颗粒质量评价研究

张建平1，杨非凡2，任杰2，高寒1，塔娜1，周雪梅1*（1. 内蒙古自治区药品检验研究院，呼和浩特　010020；2. 

呼和浩特市食品药品检验所，呼和浩特　010020）

摘要：目的　建立银花感冒颗粒 HPLC 指纹图谱，测定绿原酸等 6 种成分的含量，开展正交

偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）。方法　采用液相色谱 - 二极管阵列检测器法，Alltima C18
色谱柱，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min－ 1，柱温为 35℃，检测波长为 300 nm 和 251 nm；采

用指纹图谱相似度评价技术，对 10 批次样品进行指纹图谱相似度评价；同时测定绿原酸等 6
种成分的含量；采用 SIMCA 14.0 软件对数据进行归一化，构建判别分类模型，对模型进行置

换验证，并分析变量重要性投影值（VIP）筛选出质量标志物。结果　以 10 批次数据为基础建

立银花感冒颗粒指纹图谱，确定 15 个共有峰，相似度均在 0.95 以上；6 种成分在相应的进样

浓度范围内与峰面积的线性关系良好（r ≥ 0.998），加样回收率均在 97.8% ～ 101.4%。OPLS-
DA 分析结果显示，所构建的判别分类模型稳定性和预测能力尚可，绿原酸和甘草酸成分为银

花感冒颗粒的质量标志物。结论　建立的指纹图谱及多成分含量测定方法简便可行、准确可

靠，可用于银花感冒颗粒的质量控制，筛选出的质量标志物具有一定的科学导向意义。

关键词：银花感冒颗粒；指纹图谱；含量测定；OPLS-DA
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doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.038

Quality evaluation of Yinhua Ganmao granules based on HPLC 
fingerprints, content determination and multivariate statistical analysis

ZHANG Jian-ping1, YANG Fei-fan2, REN Jie2, GAO Han1, TA Na1, ZHOU Xue-mei1* (1. Inner 
Mongolian Institute for Drug Control, Huhhot  010020; 2. Hohhot Food and Drug Inspection 
Institute, Huhhot  010020)

Abstract: Objective  To establish the HPLC fingerprints of Yinhua Ganmao granules, determine 
the content of 6 components, and conduct orthogonal partial least squares-discriminant analysis 
(OPLS-DA). Methods  HPLC-DAD was adopted. The determination was performed on an Alltima 
C18 column with gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min－ 1. The column temperature was 
35℃ , and the detection wavelength was set at 300 nm and 251 nm. The HPLC fingerprints of 10 
batches of Yinhua Ganmao granules were established with Similarty Evalutation System for TCM 
Chromatographic Fingerprint (2012A Edition). The content of 6 components including chlorogenic 
acid was determined simultaneously. SIMCA 14.0 software was used to evaluate the common peaks. 
Results  The fingerprints of Yinhua Ganmao granules were established, and 15 common peaks were 
calibrated, and the similarity was over 0.95. Six chemical components were identified: chlorogenic 
acid, prim-O-glucosylcimifugin, cimifugin, forsythiaside A, 5-O-methylvisammioside and glycyrrhizic 
acid. Ten batches of samples were classified into two groups and 2 differential markers were screened 
out by OPLS-DA. The stability and predictability of the discriminant classification model were 
acceptable. Chlorogenic acid and glycyrrhizic acid were the quality markers of Yinhua Ganmao 
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　　银花感冒颗粒为治疗风热感冒的常用中药复
方制剂，由金银花、连翘、防风、桔梗、甘草
五味药提取浓缩而成 [1]。目前对银花感冒颗粒化
学成分及质量控制的研究，主要集中在含量测
定 [2]、工艺研究 [3]、质量标准研究 [4] 等方面，其
现行质量标准为《中华人民共和国卫生部药品
标准中药成方制剂》第二册 WS3-B0406-90，同
时还有 4 个注册标准，分别为药典业发（1999）
第 179 号、WS3-B0406-90-1、YBZ00302003
和 YB205072017。 上 述 标 准 中， 仅 局 颁 标 准
YB205071017 有绿原酸的含量测定项，其他标准
均无含量测定项目。考虑到中成药复方制剂的疗
效是多组分共同作用的结果，对单一成分进行含
量测定，不能全面控制其内在质量，达不到整体
质量控制的目的，在中药整体质量评价体系中，
指纹图谱技术应用较广 [5-9]。根据银花感冒颗粒各
组分的理化性质，结合各组分含量的大小，经过
反复实验摸索，建立了银花感冒颗粒 HPLC 指纹
图谱，并开展含量测定研究，最终确定以绿原酸
（chlorogenic acid，CA）、升麻素苷（prim-O-glu-
cosylcimifugin，POg）、升麻素（cimifugin，Cf）、
连翘酯苷 A（forsythiaside A，FtA）、5-O- 甲基维
斯阿米醇苷（5-O-methylvisammioside，5-O-M）、
甘草酸（glycyrrhizic acid，GA）为指标性成分和
含量测定成分。
　　在掌握银花感冒颗粒多批次含量数据后，通
过统计分析的技术手段，对数据进行深层次挖
掘，以发现其内在规律 [10-12]。开展实验研究和
数理统计分析，利用正交偏最小二乘法判别分
析 法（orthogonal partial least squares-discriminant 
analysis，OPLS-DA），建立银花感冒颗粒 6 种成
分与样本之间的关系，形成“有监督”的判别分
类模型，以实现对样本的分类和预测、各成分对
模型贡献重要程度排序等内容。
1　材料
　　高效液相色谱仪（岛津 LC-40）；百万分之一
电子天平（赛多利斯 MSE606S）；万分之一电子
天平（赛多利斯 MSA224S）；超声波清洗器（昆
山 KQ-500DE）。

　　对照品 CA（批号：110753-202018，纯度：以
96.1% 计）、POg（批 号：111522-201712， 纯 度：
以 96.2% 计）、Cf（批 号：111710-200602， 纯 度：
以 100.0% 计）、FtA（批号：111810-201707，纯度：
以 97.2% 计）、5-O-M（批号：111523-201610，纯度：
以 96.1% 计）、GA（批号：110731-202021，纯度：
以 96.2% 计）（中国食品药品检定研究院）；乙腈
为色谱纯，水为去离子水，其他试剂均为分析纯。
银花感冒颗粒样品购于市场（相当于总药材15.5 g，
来源及批号见表 1）。

表 1　10 批银花感冒颗粒样品信息 
Tab 1　Sample of Yinhua Ganmao granules

编号 批号 规格 生产单位

S1 200203 20 g/ 袋 修正药业集团股份有限公司

S2 200202 20 g/ 袋 修正药业集团股份有限公司

S3 200204 20 g/ 袋 修正药业集团股份有限公司

S4 20200901 20 g/ 袋 吉林省康福药业有限公司

S5 20200401 20 g/ 袋 吉林省康福药业有限公司

S6 200501 10 g/ 袋 湖北御金丹药业有限公司

S7 20201001 20 g/ 袋 陕西君碧莎制药有限公司

S8 20190202 20 g/ 袋 吉林省康福药业有限公司

S9 20210202 20 g/ 袋 吉林省康福药业有限公司

S10 20201003 20 g/ 袋 陕西君碧莎制药有限公司

2　方法与结果
2.1　定量分析方法及验证
2.1.1　色谱条件　采用 Alltima C18（250 mm×4.6 
mm，5 μm）色谱柱，以含 0.1% 磷酸的 80% 乙腈
水溶液为流动相 A，以 0.1% 磷酸水溶液为流动相
B，梯度洗脱（0 ～ 20 min，95%B；20 ～ 35 min，
95% ～ 83%B；35 ～ 70 min，83%B；70 ～ 100 
min，83% ～ 70%B；100 ～ 120 min，70% ～ 50%B；
120～ 130 min，50%～ 0%B）；流速为 1.0 mL·min－ 1；
检测波长为 300 nm（测定 GA 时切换为 251 nm）；进
样量为 10 μL；柱温为 35℃。
2.1.2　供试品溶液的制备　取供试品适量（规格
为10 g/ 袋的称取1 g，规格为20 g/ 袋的称取2 g），
研细，精密称取，置锥形瓶中，精密加入 90%
甲醇 10 mL，称定重量，超声处理（500 W，40 
kHz）30 min，放冷并再次称定重量，用 90% 甲

granules. Conclusion  The established HPLC method for Yinhua Ganmao granules is sample, stable 
and feasible. Fingeprints combined with multivariate statistical analysis can provide reference for the 
quality control of Yinhua Ganmao granules. 
Key words: Yinhua Ganmao granule; fingerprint; content determination; orthogonal partial least 
squares-discriminant analysis
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醇补足减失的重量，摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜
滤过，取续滤液，即得。
2.1.3　对照品溶液的制备　取 CA、POg、Cf、
FtA、5-O-M、GA 对照品适量，精密称定，加甲
醇溶解并稀释成每 1 mL 中含 CA 0.5 mg、POg 0.05 
mg、Cf 0.02 mg、FtA 0.1 mg、5-O-M 0.08 mg、
GA 0.05 mg 的混合对照品溶液，摇匀，即得。
2.1.4　系统适用性试验　取混合对照品溶液、供
试品溶液进样分析，结果见图 1，可知各待测组
分分离效果良好（分离度＞ 1.5）。

图 1　混合对照品溶液（A）及银花感冒颗粒供试品溶液（B）的高

效液相色谱图

Fig 1　HPLC chromatogram for the reference substances（A）and the 
sample（B）

1. CA；2. POg；3. Cf；4. FtA；5. 5-O-M；6. GA

2.1.5　线性范围　分别配制不同浓度的混合对照
品溶液，按照“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记
录峰面积。以进样量（μg）为横坐标、峰面积为纵
坐标，绘制标准曲线，结果见表 2，各成分标准曲
线在线性范围内线性关系良好。

表 2　银花感冒颗粒 6 种成分的线性关系考察 
Tab 2　Linearity of 6 components in Yinhua Ganmao granules

成分 线性方程 r 范围 /μg

CA y ＝ 2.794×103x － 9.305×103 1.000 0.552 ～ 11.04

POg y ＝ 1.608×103x － 1.494×104 0.999 0.055 ～ 1.66

Cf y ＝ 2.244×103x ＋ 1.366×103 0.999 0.020 ～ 0.598

FtA y ＝ 1.308×103x － 3.236×103 0.998 0.106 ～ 2.66

5-O-M y ＝ 1.765×103x － 9.158×103 0.999 0.081 ～ 2.44

GA y ＝ 876.6x ＋ 614.8 1.000 0.060 ～ 1.79 

2.1.6　加样回收试验　取 S1 供试品颗粒，精密
称取 0.5 g，平行 9 份，按低、中、高浓度分别
精密加入上述 6 种对照品，按照“2.1.2”项下方
法制备加标回收溶液，进样测定。计算加样回收
率。 结 果 CA、POg、Cf、FtA、5-O-M、GA 低、
中、高浓度的加样回收率分别在 97.8% ～ 99.5%、

99.0% ～ 99.7%、98.2% ～ 98.8%、98.6% ～ 99.8%、
100.1% ～ 101.4%、98.5% ～ 99.4%，RSD 均小于
2.5%。表明方法回收率良好。
2.1.7　仪器精密度试验　精密吸取同一供试品溶
液（S1），连续进样 6 次。结果 CA、POg、Cf、
FtA、5-O-M、GA 的峰面积 RSD 分别为 0.57%、
0.84%、1.1%、0.46%、0.29%、0.55%（n ＝ 6），
表明仪器精密度良好。
2.1.8　稳定性试验　取同一供试品溶液（S1），
分别于 0、2、4、8、12、24 h 注入液相色谱仪，
记录各组分峰面积。结果 CA、POg、Cf、FtA、
5-O-M、GA 的峰面积 RSD 分别为 0.28%、0.53%、
0.27%、0.90%、0.67%、0.49%（n ＝ 6）。表明供
试品溶液在 24 h 内稳定。
2.1.9　重复性试验　取同一批供试品（S1）颗粒
6 份，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，进样
分析并计算 6 种成分的含量重复性，RSD 分别为 
0.26%、0.59%、1.2%、0.87%、0.75%、1.0%（n ＝

6）。表明重复性良好。
2.1.10　含量测定　取 10 批银花感冒颗粒供试品，
按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，进样测定，
计算供试品中 6 个成分的含量，结果见表 3。

表 3　10 批银花感冒颗粒含量测定结果 (mg/袋 ) 
Tab 3　Content determination of 10 batches of Yinhua Ganmao 

[granules/ (mg per pack)]

批号 CA POg Cf FtA 5-O-M GA

S1 7.9 1.5 0.5 12.6 2.3 4.2

S2 8.8 1.7 0.4 13.4 2.5 4.7

S3 8.2 1.6 0.5 14.3 2.2 4.7

S4 7.6 1.0 0.6   6.9 1.8 5.8

S5 3.9 1.8 0.5   3.5 2.5 5.1

S6 2.5 0.9 0.2   8.6 0.8 2.0

S7 6.8 2.4 0.3 17.3 2.6 3.9

S8 3.2 1.7 0.8   3.0 2.4 4.5

S9 3.1 1.7 0.6   3.9 1.9 4.1

S10 8.1 2.8 0.5 20.6 3.2 4.6

平均值 6.0 1.7 0.5 10.4 2.2 4.4

2.2　指纹图谱

2.2.1　指纹图谱共有模式的建立　按“2.1.1”项
下色谱条件对 10 批银花感冒颗粒的供试品溶液进
样测定，检测波长为 300 nm，记录指纹图谱，见
图 2，比较各批次供试品的色谱图，考虑到峰面
积的大小及分离的情况，标定共有峰 15 个，计
算共有峰占比，剔除溶剂峰（从3 min 开始计算），
共有峰面积占总峰面积的 95% 以上。比较 10 批
次银花感冒颗粒供试品的 HPLC 色谱图，4 号 CA
峰的峰面积较大，出峰时间适中，重复性和稳定
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性较好，因此以 CA 作为参照峰（S）。根据对照
品保留时间及光谱图指认了其中的 CA（4）、POg
（6）、Cf（9）、FtA（11）、5-O-M（14）共 5 个成分，
各图谱共有峰相对保留时间无显著性差异。

图 2　银花感冒颗粒指纹图谱（10 个批次）

Fig 2　Fingerprints for 10 batches of Yinhua Ganmao granules

2.2.2　指纹图谱的相似度评价结果　采用药
典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价系统
（2012.130723 版本）”对 10 批银花感冒颗粒供试
品的指纹图谱进行相似度分析、合成及标定，生
成对照图谱。以 4 号峰 CA 作为参照峰 S，标定
15 个共有峰，以 S1 批供试品的指纹图谱作为参
照图谱，以平均数法生成 10 批供试品的对照指纹
图谱（见图 3），10 批供试品图谱与对照指纹图谱
相似度分别为 0.994、0.992、0.993、0.973、0.957、
0.961、0.988、0.962、0.952、0.980。结果表明银
花感冒颗粒不同厂家、批次之间相似度接近、质
量稳定、差异不大。

图 3　银花感冒颗粒指纹图谱对照图谱

Fig 3　Reference fingerprints of Yinhua Ganmao granules

3　多元统计分析
3.1　OPLS-DA 模型建立
　　采用 SIMCA 14.0 开展银花感冒颗粒 6 种成
分含量测定值与样本关系的 OPLS-DA 分析。将
表 3 数据导入 SIMCA 14.0 软件，样本 S1 ～ S10
按序分为两组，采用 Par 法（将含量值中心化
后，以各含量数据除以该成分 10 批次数据标准
差的算术平方根），得到归一化数据，模式选择
OPLS-DA 进行自动调整建模（Autofit），得到银
花感冒颗粒 6 种成分与样本之间的分析判别模型，
该模型拟合参数 R2X 为 0.461、R2Y 为 0.82、Q2 为
0.716。其中 R2X 是模型对 X 矩阵（本分析中为 6
种成分含量测定值）的解释能力，R2Y 是模型对 Y

矩阵（本分析中为分组情况）的解释能力，Q2 代
表模型的预测能力。上述参数越接近于 1 说明模
型越优秀，一般大于 0.5 即认为模型稳定且预测
能力较好。10 批次样本的得分图如图 4 所示。

图 4　10 批次银花感冒颗粒的得分矩阵图

Fig 4　Scores plots of Yinhua Ganmao granules

3.2　模型验证

　　采用置换检验（permutation test）的方法对所
构建的模型进行验证，在打乱“3.1”项中的分组
后，进行 200 次数据循环，每次得到新的 R2 和
Q2 数据，与“3.1”项下构建模型的参数 R2 和 Q2

数据进行比较，如图 5 所示。图中可见 Q2 数据
所形成的回归线 Y 轴截距小于 0，表明所建立的
模型为可靠的监督判别分析模型。

图 5　置换检验结果图

Fig 5　Permutation test

3.3　质量标志物分析

　　在构建的模型可行可靠的前提下，可以利用
OPLS-DA 的优点，找到最具差异性的变量，进
而确定银花感冒颗粒的质量标志物。变量重要性
投 影 值（variable importance in projection，VIP）
代表每一个变量的重要性程度，一般认为该值大
于 1 即对模型有较大影响。通过“3.1”项下的数
据分析，得到 VIP 差异图及 VIP 值，如图6所示。
其中，CA 和 GA 的 VIP 值大于 1，提示可以将这
两个化学成分作为影响银花感冒颗粒相互间差异
的质量标志物。
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图 6　银花感冒颗粒的 VIP 图

Fig 6　VIP value diagram of Yinhua Ganmao granules

4　讨论

　　在流动相选择过程中，由于分析时间较长，
导致 60 min 后出现的色谱峰有保留时间漂移的现
象，通过调整流动相，将 A 相由纯有机相调整为
含 0.1% 磷酸的 80% 乙腈溶液，可以有效解决峰保
留时间漂移现象。在含量测定波长选择方面，从
各对照品的光谱图可以发现，除 GA 的最大吸收
在 251 nm 外，其余对照品的最大吸收均分布在
295 ～ 330 nm，经过比较分析，认为 300 nm 是适
合采集指纹图谱进行分析的波长，该波长下图谱
的整体效果、各色谱峰的分离表现、基线的稳定
性等均能达到要求，因此选择 300 nm 作为主要分
析波长，同时以 251 nm 作为 GA 的分析波长。
　　对不同厂家、相同厂家不同批次间含量测定
结果进行对比，可以发现不同厂家间含量测定结
果差异较为明显，说明不同厂家生产工艺的差异
对药物物质基础有明显影响。通过 VIP 值筛选，
CA 与 GA 为银花感冒颗粒的质量标志物成分，
其主要来源为金银花和甘草，这与该药方“君
臣佐使”的思路相吻合。本药方中金银花为“君
药”，起到清热解毒，疏散风热的作用，归肺、
胃经；甘草为方中“使药”，其意义一是引经药，
二是调和药，同时发挥祛痰止咳，缓急止痛，调
和诸药的功效。
5　结论
　　建立了银花感冒颗粒 HPLC 指纹图谱，共确
定 15 个共有峰，并指认其中 6 个成分。10 批次银
花感冒颗粒指纹图谱相似度在 0.95 以上，表明批
间差异、各厂家间差异不大，各化学成分相对一
致。含量测定结果表明，不同批次间各成分含量
差异明显，说明不同批次的银花感冒颗粒所用原
料药的质量可能存在差异，这些差异可能与药材
产地、加工方法等有关。
　　在开展多元分析的过程中，以 6 种成分的含
量测定结果为数据 X 矩阵，以样品分类为 Y 矩阵，
充分考虑了数据差异的影响，进行了数据归一化，

同时对构建的模型开展了置换验证，分析了各成
分对模型影响的 VIP 值，确定了银花感冒颗粒的
质量标志物，CA 与 GA 作为质量标志物，提示在
进行银花感冒颗粒质量控制时，应重点关注金银
花和甘草两味药材的投料及质量。
　　综上，本试验通过测定 10 批次不同厂家、不
同批次的样品，得到各自的指纹图谱，利用指纹
图谱技术对其展开分析，建立了银花感冒颗粒
的指纹图谱方法，实现整体质量控制。同时，采
用切换波长的方法实现了 6 种成分的同时测定。
OPLS-DA 分析结果表明 CA 和 GA 可以作为银花
感冒颗粒的质量标志物。综上，本研究建立的指
纹图谱与多成分同时测定相结合的分析方法，简
便、准确、重复性好、可操作性强，既考察了样
品中多个指标性成分的含量，又考察了指纹图谱
整体相似度，结合 OPLS-DA 分析方法，为银花感
冒颗粒的质量研究提供科学依据。
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基于近红外光谱及图像处理技术的中药化妆品保湿效果评价

郭金玲1，甄凯旋1，吴晨璐1，马盼盼1，胡雪婷1，赵静1，2*（1. 天津中医药大学中药制药工程学院，天津　

301617；2. 省部共建组分中药国家重点试验室，天津　301617）

摘要：目的　应用近红外光谱和图像处理技术对两种中药化妆品的保湿效果进行评价并提供

选择依据。方法　选取黄芪保湿沁润精粹乳（样品 A）和茯苓亮肤菁华乳（样品 B）两种化妆

品为研究对象，对 12 名志愿者右前臂内侧皮肤分别使用样品 A 和 B，使用后 30 min 对志愿者

右前臂内侧皮肤进行肌肤检测仪检测，以及光谱数据和图像的采集。采用配对样本 t 检验，对

使用样品 A、B 后右前臂内侧皮肤的纹理特征进行统计分析。结果　结合光谱预处理方法，分

别建立使用两种化妆品后皮肤含水量定量分析模型，两模型的决定系数（R2）分别为 0.8621 和

0.9462，预测均方根误差（RMSEP）分别为 4.8636 和 2.5713；对使用样品 A、B 后皮肤纹理特

征的对比度和能量参数进行比较，发现两者差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。由光谱分析和图

像分析结果发现，两种化妆品保湿效果之间差异有统计学意义，且样品 B 保湿性能优于样品

A。这与肌肤检测仪结果一致。结论　图像与光谱技术采用实时、无接触的方法对皮肤含水量

进行测定，全面地从二维空间提供保湿评价，克服了生化评估方法对皮肤的损伤和视觉评估

的主观性，为合理评价中药化妆品保湿功效提供依据。

关键词：近红外光谱技术；图像处理技术；中药保湿化妆品；皮肤含水量
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Moisturizing effect of traditional Chinese medicine cosmetics based on 
near-infrared spectroscopy and image processing technology

GUO Jin-ling1, ZHEN Kai-xuan1, WU Chen-lu1, MA Pan-pan1, HU Xue-ting1, ZHAO Jing1, 2* (1. 
School of Pharmaceutical Engineering, Tianjin University of Chinese Medicine, Tianjin  301617; 2. 
State Key Laboratory of Component Chinese Medicine Jointly Established by Province and Ministry, 
Tianjin  301617)

Abstract: Objective  To evaluate the moisturizing effect of 2 traditional Chinese medicine cosmetics 
near-infrared spectroscopy and image processing technology. Methods  Astragalus hydrating essence 
milk (sample A) and Poria cocos bright skin essence milk (sample B) were selected as research objects. 
The two cosmetics were used on 12 volunteers’ right forearm medial skin respectively. Then, these areas 
were detected by skin detector 30 minutes later and spectral data as well as images were collected. Paired 
sample t test was used to statistically analyze the skin texture features spectra of the right forearm medial 
skin after using sample A and B. Results  Combined with the spectral preprocessing method, models 
of skin moisture content after using cosmetics A and B were quantitative analyzed. The determination 
coefficients R2 of the two models were 0.8621 and 0.9462, and the root mean square errors of prediction 
(RMSEP) were 4.8636 and 2.5713, respectively. Comparing the contrast and energy parameters of 
skin texture features after using sample A and B, significant differences was found between them 
(P ＜ 0.05). According spectral analysis and image analysis, there were significant differences between 
the moisturizing effect of the two cosmetics, with the moisturizing performance of sample B better 
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　　保湿化妆品已成为当代人群的日常生活用
品，随着人们护肤理念的提高，对其安全和功效
要求也越来越高。但是我国化妆品功效性相关评
价方案和标准尚未完善 [1]，如何评定产品的保湿
效果成为一项重要的工作。
　　目前，国内外相关领域研究人员主要通过在体
法和体外法两个层面，对保湿化妆品的功效进行评
价 [2]。体外法包括物理化学法、细胞生物法、三维
重组皮肤模型代替法等；在体法包括电导法、磁共
振光谱法等，其中对化妆品领域中评估皮肤保湿效
果以在体法为主 [3]。在体法又可以分为直接测量法和
间接测量法 [4]。间接测量法是利用皮肤角质层的电生
理特性进行测量，包括电导法、电容法、电阻法等，
它是目前应用最为广泛的方法 [5]。然而该技术是很容
易受到皮肤中电解质的量和与皮肤接触面积的影响，
缺乏灵敏度 [6]。直接测量法包括拉曼光谱、衰减全反
射光谱以及共聚焦拉曼显微镜等，可以对多个皮肤
参数进行评估，但这些大型设备昂贵，在商业上难
以应用 [7]。近红外光谱法是由于水分子在近红外区有
一些特征性很强的吸收带，且其他各种分子的倍频
与合频吸收相对较弱，可以直接对皮肤中水分子进
行检测 [8]。该技术作为一种快速且无损的水分测量方
法，许多研究已经使用它来研究皮肤水合作用和水
分含量 [9]。图像处理技术在采集图像时避免了探头压
迫接触带来的负面影响，且可以根据需求选择足够
大的分析区域，具有方便、形象直观等特点 [10]。Wei
等 [11] 采用图像处理技术根据图像颜色和纹理特征进
行了皮肤病识别。但该技术在应用阶段尚不完善，在
评价过程中还需将图像分析方法与其他仪器测试技
术联合使用。近红外光谱的穿透能力强，但是作为
一种点测量方法，可以与图像处理技术相结合实现
扩大检测深度与检测范围的目的。
　　本试验基于传统电学方法的检测结果作为参
考，通过对近红外光谱不同特征值和图像纹理特
征进行统计分析，采用近红外光谱技术和图像处
理技术相结合的方法同时从皮肤表层和深层评价
中药保湿化妆品对皮肤含水量的影响，为中药保
湿化妆品的评价方法提供选择依据。

1　材料
1.1　仪器
　　M-6602 阿美妮肌肤检测仪（深圳市富恒通科技
有限公司），AvaSpec-NIR512-1.7-HSC-EVO 便携式
近红外光谱仪、AVALIGHT-HAL-S-MINI 光源（荷兰
Avantes 公司），光纤探头、EOS-800D 佳能数码单反
相机（佳能有限公司），MASTER TL-D 90 Graphica 
18W/965 标准光源灯管（荷兰 Philips 公司）。
1.2　样品
　　样品 A：黄芪保湿沁润精粹乳（广州喜华生
物科技有限公司）；样品 B：茯苓亮肤菁华乳（广
州喜华生物科技有限公司）。
2　方法
2.1　受试者的选择
　　按照自愿原则，选择12名年龄在18～25岁、
皮肤健康、表面无创伤、无化妆品过敏史的女性
受试者。在试验前 24 h 之内试验区域不得使用其
他同类保湿化妆品，且不得有日常清洁之外的皮
肤护理行为。
2.2　条件与要求
　　在试验前，受试者需洗净右前臂内侧，晾
干，测试前 30 min 受试者不得饮水、进食和激烈
运动。在 20 ～ 25℃、相对湿度为 55% ～ 60% 的
恒温恒湿室里至少稳定 30 min，待皮肤温度和湿
度与环境达到平衡后，于右前臂内侧选取两块 4 
cm×4 cm 的样本区，分为 A、B 区域，分别使用
样品 A 和样品 B 进行涂抹。样品用量为（2.0±0.1）
mg·cm－ 2，均匀涂抹试验区域。测定标记区域样
品使用前和 0、5、15、35、60、90、120 min 后各
时间点皮肤含水量和近红外光谱并进行图像采集。
2.3　受试样品测定
2.3.1　皮肤含水量的测定　使用肌肤检测仪测定
受试者右前臂内侧样本区使用样品前后的水分含
量，每个测试点平行测定 3 次，取平均值，结果
用百分含量表示。
2.3.2　近红外光谱的采集　受试者在使用前和使
用后各时间段将右手伸进黑箱进行光谱采集，手
臂保持水平与光源保持 1 cm 的距离，每个样本区

than that of sample A, which was consistent with the result of the skin detector. Conclusion  The image 
and spectrum technology can measure the skin moisture content in a real-time and non-contact way, 
and comprehensively evaluate moisturizing in a two-dimensional space, avoiding skin damage as in 
biochemical methods and subjectivity of visual evaluation. 
Key words: near-infrared spectroscopy technology; image processing technology; traditional Chinese 
medicine moisturizing cosmetics; skin moisture content
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重复测量 3 次，取平均值。光谱扫描范围设置为
900 ～ 1700 nm，分辨率为 8.5 nm，扫描次数为
10 次，每个样品重复 3 次，计算平均光谱。
2.3.3　图像采集　使用三脚架将数码单反相机固定，
保持镜头向下进行图像采集。在另一个提前搭建好
的黑箱中固定标准光源灯管，黑箱上方开口保证相
机可以拍摄到黑箱内部情况。在采集图像时，打开
灯管，确保采集的图像光源稳定。受试者在使用前
和使用后各时间段将右手伸进黑箱进行图像采集，
相机焦距固定，拍照采用场景自动对焦模式，手臂
保持水平，确保样本区在水平视野内，采集各个时
间段图像一张，重复完成 12 名受试者的图像采集。
采集设备均放置在暗箱中，装置图如图 1 所示。

图 1　采集装置图

Fig 1　Acquisition device

2.4　近红外光谱数据处理

　　采用主成分分析方法，剔除异常样品光谱。
使用光谱 - 理化值共生距离（sample set partition-
ing based on joint x-y distance，SPXY）算法将样本
集进行划分。对近红外光谱进行预处理后，使用
偏最小二乘法和蒙特卡洛交叉验证（Monte Carlo 
cross validation，MCCV）[12]，对训练集样品进行
皮肤含水量预测模型的建立，并对预测模型进行
验证。采用平滑、导数、标准归一化、多元散射
校正、基线校正等光谱预处理方法，对模型进行
优化。建模后根据评价参数对模型进行评价。决
定系数（R2）越大，预测集的均方根误差（root 
mean square error of prediction，RMSEP）越小，说
明模型拟合效果越好，预测效果越好；R2 越大，
训练集的均方根误差（root mean square error of 
calibration，RMSEC）越小，说明模型拟合效果越
好，模型越稳定。试验数据采用 MATLAB 2018a
软件（美国 MathWorks 公司）和 Origin 2021 软件
（美国 OriginLab 公司）处理分析和作图。
2.5　皮肤图像纹理分析
　　选取受试者皮肤涂抹中心部位为皮肤原始图
像，将其转换成灰度图像。采用直方图均衡化进
行图像增强，二维自适应平滑滤波对灰度图像进
行平滑。通过从不同角度（0°、45°、90° 及 135°）

对皮肤纹理进行特征分析，确定其步距大小，提
取皮肤图像纹理的灰度共生矩阵并计算它的能量、
对比度、相关性及逆矩差来反映皮肤纹理的特
征 [13]。通过提取它的特征值，进行保湿效果评价。
2.6　统计学方法
　　采用 IBM SPSS Statistics 26 软件（美国 IBM
公司）进行配对样本 t 检验。P ＜ 0.05 表示差异
具有统计学意义。
3　结果
3.1　基于肌肤检测仪的保湿效果比较
　　对 12 名受试者在使用样品前后各时间段的皮
肤含水量重复测量 3 次，取平均值。图 2 为 120 
min 内不同中药保湿乳对皮肤含水量的影响。本
试验中，两种中药保湿乳均在15 min 内快速蒸发，
样品 B 相较于样品 A 蒸发更快。但在 15 min 之后
两者均缓慢蒸发，使用样品 B 比使用样品 A 的皮
肤含水量更高，保湿效果更好。

图 2　某一受试者 120 min 内不同保湿乳对皮肤含水量的影响

Fig 2　Influence of different moisturizers on skin water content within 
120 min for a subject

3.2　近红外光谱模型评价及保湿效果比较
　　将采集得到的 84 条光谱建立光谱数学模型。
通过对原始光谱数据采用一阶导数、二阶导数、
S-G 平滑法（Savitzky-Golay）和标准正态变量变
换（standard normal variate transformation，SNV）
以及相结合的方法进行预处理，得到样品 A、B
经过各方法的预处理模型评价参数（见表 1）。综
合参考模型评价参数，选择不作光谱预处理的近
红外光谱数学模型。
　　采用 SPXY 算法按 7∶3 的比例对 84 条光谱
进行分组，训练集含 59 条光谱，测试集含 25 条
光谱。使用竞争性自适应重加权算法进行特征波
长的获取并筛选。
　　筛选结果如图 3（a）和图 3（b）的灰色划线
部分，A 模型共筛选出 51 个特征波段，B 模型共
筛选出 48 个特征波段，两者特征波段主要集中
在 960 ～ 1200 nm 和 1380 ～ 1700 nm 内。 水 分
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子在该范围内有一些特征性很强的吸收带，水的
O-H 合频引起在 960 nm 处的吸收，倍频引起的
在 1150 nm、1450 nm 和 1790 nm 处的吸收。而
其他分子的倍频与合频吸收相对较弱 [14]。故该特
征选择方法与结果具有实际意义。
　　图 4 为受试者分别使用样品 A、B 后各时间段
光谱波段与吸光度的关系。观察到两样品的吸收峰
都在相同波段，水分子在 1220 nm 和 1450 nm 处显
示出两个清晰的吸收峰，但 1450 nm 处水的吸光系
数对于含水量达 50% ～ 60% 甚至更高的试样测定
有效 [15]，故本试验选用 1220 nm 作为分析波长。
　　采用偏最小二乘法建立关于皮肤含水量的
定量分析模型，模型的复杂度由 LV 控制，而最
佳复杂度需要通过交叉验证进行估算，故采用
MCCV 对训练集数据进行重复 100 次的交叉验证。
确定模型的 LV 数建立偏最小二乘法光谱数学模
型。表2为样品 A、B 最佳光谱数据模型评价参数。

图 3　样品 A（a）和样品 B（b）的特征波长

Fig 3　Characteristic wavelengths of sample A（a）and sample B（b）

图 4　样品 A（a）、样品 B（b）各时间段光谱波段与吸收度的关系

Fig 4　Relationship between spectral bands and absorbance of sample A（a）and sample B（b）at each time period

表 1　样本 A、B近红外光谱预处理模型评价参数 
Tab 1　Evaluation parameters of the NIR preprocessing model for 

samples A and B

样品 预处理方法
最佳潜在

变量（LV）
R2 RMSEC RMSEP

A 原始数据 12 0.8621 1.8767 4.8636

一阶导数 12 0.7538 1.5394 4.5377

二阶导数 12 0.7755 1.4002 5.1333

S-G 平滑法 12 0.0260 12.1777 12.7238

SNV 法 12 0.8497 1.8037 4.6546

一阶＋ SCV 12 0.8217 1.2705 3.7429

二阶＋ SCV 12 0.7831 1.2546 5.0804

B 原始数据 12 0.9462 1.3385 2.5713

一阶导数 12 0.6670 0.9408 6.3336

二阶导数 12 － 3.3562 1.8580 4.8161

S-G 平滑法 12 － 0.0963 10.6070 14.0976

SNV 法 12 0.7752 1.2013 2.7544

一阶＋ SNV 12 0.8866 0.5569 2.4548

二阶＋ SNV 12 0.8804 0.9496 3.9039
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由表 2 可知，样品 B 相较于样品 A 的模型拟合效
果更好，预测效果更好，模型更稳定。

表 2　样品 A、B最佳光谱数据模型评价参数 
Tab 2　Evaluation parameters of the best spectral data model for 

sample A and B

样品 LV R2 RMSEC RMSEP

A 12 0.8621 1.8767 4.8636

B 12 0.9462 1.3385 2.5713

3.3　图像纹理特征评价及保湿效果比较
　　直方图均衡化是一种图像增强方式，图像对
比度较低，直方图会集中分布在比较小的灰度
级，经过均衡化后，所有灰度范围相对频率相
同，这样使得图像的熵最大，此时皮肤图像包含
的信息量也是最大的。选择直方图均衡化作为预
处理方式，经图像预处理后，图 5 为某一受试者
处理前和处理后的图像效果。

图 5　处理前（a）和处理后（b）的图像效果

Fig 5　Image effect before（a）and after（b）the treatment

　　通过对前述大量图像样本进行分析，对 4 个
特征值（能量、对比度、相关性及逆矩差）进行
提取。对比度反映了图像的清晰度和纹理的沟纹
深浅。能量反映了图像灰度分布均匀程度和纹理
粗细。在本研究中，通过对能量、对比度参数的
分析，进而对皮肤纹理特征进行比较。受试者的
手臂皮肤纹理基于灰度共生矩阵做步距 d ＝ 1，
灰度级量化＝ 16，以观察样品 A、B 在各个时间
段对 4 个方向 0°、45°、90°及 135°的对比
度、能量、相关性、逆矩差平均值如表 3 所示。
　　表 4 为对比度和能量的统计学分析结果。对比
度和能量经配对样本 t 检验可得样品 A 与样品 B 差
值均具有统计学差异（P ＜ 0.05），认为这两种保湿
化妆品对人体皮肤纹理的对比度和能量有差别，且
95% 的置信区间分别为（－ 0.7399，－ 0.0904）和
（0.0022，0.0117）。即样品 B 比样品 A 的对比度大，
能量小。由表 5 可知，使用样品 B 后能量与皮肤含
水量显著性相关（P ＜ 0.05），说明使用样本 B 后
纹理沟纹浅、皮肤纹理更均一，保湿效果更好。
4　讨论
　　黄芪多糖和茯苓多糖都具有极强的保湿吸湿
性能。白及多糖分子中的多羟基和羧基结构，可
以与水分子形成氢键来固定水分，其特殊的分子
结构还能够将皮肤角质层与外界环境分隔，存留
皮肤自身的水分 [16]。试验中发现样本 B 较样本 A

表 3　灰度共生矩阵的对比度、能量、相关性、逆距差平均值 
Tab 3　Average value of contrast，energy，correlation and inverse distance difference of co-occurrence matrix

特征值 样品 0 min 5 min 15 min 35 min 60 min 90 min 120 min
对比度 A 2.5291 2.6036 1.5449 3.8836 0.9896 1.3562 1.9578

B 3.0481 2.9708 2.0902 3.6010 1.8460 1.6929 2.5216
能量 A 0.0421 0.0333 0.0450 0.0409 0.0494 0.0433 0.0448

B 0.0296 0.0357 0.0376 0.0325 0.0385 0.0406 0.0357
相关性 A 0.7478 0.7395 0.8551 0.6378 0.9079 0.8665 0.8083

B 0.6917 0.7278 0.7965 0.6653 0.8242 0.8436 0.7502
逆距差 A 0.7017 0.6336 0.7083 0.6127 0.7447 0.7076 0.6840

B 0.6137 0.6258 0.6631 0.6039 0.6777 0.6848 0.6419

表 4　对比度和能量配对 t检验统计结果 
Tab 4　Statistical results of contrast paired and energy t-test

参数 样品 标准误差平均值 下限 上限 t 自由度 P
对比度 配对 A-B 0.1327 － 0.7399 － 0.0904 － 3.1377 6 0.0204
能量 配对 A-B 0.0019      0.0022      0.0117      3.5704 6 0.0118

保湿性能更好，我们猜测是由于样本 B 含有白及
和茯苓提取物这两种植物多糖，使得保湿功效增
强，但具体原因及机制仍需讨论和后续试验验证。
　　肌肤测定仪直接测定皮肤含水量结果发现使
用样品 B 比样品 A 的皮肤含水量高，保湿效果好。
近红外光谱技术作为一种快速、非接触和非侵入性
的技术，且穿透测量深度比基于电学的方法深得

多 [17]，水在近红外光谱波段具有强的吸收峰，基
于水的吸收特征，可以将近红外光谱技术用于水分
含量的微小变化的检测 [18]。本试验中，近红外光
谱特征波段的吸光度，在进行近红外光谱数学建
模后，样品 A、B 数学模型的决定系数（R2）分别
为 0.8621 和 0.9462，表明样品 B 比样品 A 的保湿
效果好，这与肌肤测定仪的结果相一致。对皮肤纹
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理的科学评价是皮肤功效化妆品效能评估的重要
手段 [19]。图像处理技术通过灰度共生矩阵分析皮
肤纹理特征信息，从而进行化妆品保湿功能的评
价。图像处理技术的纹理特征中，样品 B 比样品 A
的对比度大，能量小。说明使用样本 B 后纹理沟纹
浅、皮肤纹理更均一，保湿效果更好。这与肌肤测
定仪测定含水量的结果相一致。从上述三个方面对
中药保湿化妆品的保湿性能研究，均显示茯苓亮肤
菁华乳的保湿性能优于黄芪保湿沁润精粹乳。
　　基于上述分析，本研究以基于电学方法的皮
肤含水量检测结果为标准，同时将近红外光谱技
术和图像处理技术用于皮肤含水量分析，从光谱
和图像两个角度同时对同一受试者皮肤含水量进
行统计学分析，进而评价两种中药化妆品的保湿
效果。通过对比发现，两种方法均获得了与电学
方法相同的评价结果，这证明了两种方法用于评
价中药化妆品的保湿效果的有效性。与电学方法
相比，近红外光穿透能力强，扩大了检测深度。
图像处理技术可以多个位置同时测量，提高了检
测效率。近红外光谱技术和图像处理技术均可以
实现皮肤水分的非接触测量，具有准确、实时、
无创的特点。随着保湿化妆品需求量的不断增加，
与之相适应的保湿功效评价检测方法的发展也迫
在眉睫。图像和光谱技术可以为化妆品保湿效果
评估提供一种有效的检测手段，对于建立并完善
化妆品功效评价体系方法有重要作用。
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表 5　使用样品 A和 B后对比度、能量与皮肤含水量的相关性分析 
Tab 5　Correlation analysis of contrast，energy and skin water 

content after using sample A and B

样品 参数 含水量 对比度 能量

A 含水量 1

对比度 0.229 1

能量 － 0.157 － 0.609 1

B 含水量 1

对比度 0.398 1

能量 － 0.758* － 0.857* 1

注（Note）： 与 样 品 A 比 较，*P ＜ 0.05（Compared with the 
sample A，*P ＜ 0.05）。
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基于 SHEL ＋ Reason模型的住院药房药品调剂差错 
安全风险综合评价指标体系的建立

闫岩1，吴小曼1，张青青1，李莹莹1，承华薇2*（1. 安徽省阜阳市第五人民医院药剂科，安徽　阜阳　236003；2. 

中国科学技术大学附属第一医院药剂科，合肥　230001）

摘要：目的　建立基于 SHEL ＋ Reason 模型的住院药房药品调剂差错安全风险综合评价指

标体系。方法　通过 SHEL ＋ Reason 模型对我院住院药房 2019 年 7—12 月期间的 441 076
条医嘱进行分析，结合文献复习法形成药品调剂差错安全风险的专家咨询表，采取德尔菲法

（Delphi Method）进行咨询，通过统计学分析对指标体系进行完善，运用综合评分法构建综合

评价方程，抽取 2021 年 1—6 月期间的 897 条调剂差错医嘱进行评价研究，采用信度分析验证

指标体系的可靠性，对综合评价结果采用 X－σX、X、X ＋σX 确定区分不同等级的界限，进行

单因素方差分析（完全随机设计），验证通过综合评价方法获得的各分类间的差异是否有统计

学意义。结果　本指标体系包含 4 个一级指标，10 个二级指标，进行了两轮专家咨询后专家

权威性和指标体系内部一致性良好，利用抽取的医嘱验证了构建的综合评价指标体系具有良

好的区分度。结论　建立的住院药房药品调剂安全风险评价指标体系适用于医院住院药房的药

品调剂差错管理，可为医院相关管理工作的开展提供参考。

关键词：SHEL ＋ Reason 模型；调剂差错；指标体系
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Safety risk evaluation indicator system for drug dispensing errors in 
inpatient pharmacy based on SHEL+Reason model

YAN Yan1, WU Xiao-man1, ZHANG Qing-qing1, LI Ying-ying1, CHENG Hua-wei2* (1. Department 
of Pharmacy, The Fifth People's Hospital, Fuyang  Anhui  236003; 2. Department of Pharmacy, The 
First Affiliated Hospital of University of Science and Technology of China, Hefei  230001)

Abstract:Objective  To establish a safety risk evaluation indicator system for drug dispensing errors 
in inpatient pharmacy based on the SHEL+Reason model. Methods  The SHEL+Reason model was 
used to analyze 441 076 medical orders in inpatient pharmacy of our hospital from July to December 
2019. Through with literature review, an expert consultation table of drug dispensing error safety risks 
was established. Delphi method was used for the consultation. The indicator system was improved 
by statistical analysis, and the comprehensive scoring method was used to construct comprehensive 
evaluation equation of extraction from January to June 2021. Totally 897 unreasonable orders were 
evaluated. The reliability of the indicator system was verified, and X － σX, X, and X ＋ σX was 
used to distinguish the boundaries of different levels. A one-way analysis of variance (ANOVA) 
with a completely randomized design was used to verify the difference among the categories by the 
comprehensive evaluation. Results  The indicator system contained 4 first-level indicators and 10 
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　　住院药房是医院的重要组成部门，负责药品调
剂、药品储存、药物咨询工作，面对患者多、工作
量大，其药品管理质量对住院患者药物治疗效果有
着直接的影响 [1]。在住院药房管理的过程中，降低
药品调剂差错率又是重中之重。药品调剂差错主要
是指药房工作人员依据合理处方进行药品调剂时出
现的差错，这类差错会影响医嘱的有效性，降低药
物治疗效果，还会导致患者出现不良反应，甚至威
胁生命。近年来，医院开始陆续关注住院药房管理
的科学性、系统性、综合性，尝试在管理过程中采
用科学模型进行分析 [2-4]。
　　SHEL 模型起初在 1972 年被提出，后于 1975
年图表化 [5]，该模型最初应用于航空业，探讨
“人为因素”在航空不良事件中的作用 [6]，在医学
界应用不多，极个别研究将该模型运用在医疗事
故的原因分析中，概括为软件、硬件、环境、人
件，即 S、H、E、L，其中人件是 SHEL 模型的中
心，其他配件须与之相匹配 [7]。Reason 模型最早
由 James Reason 提出 [8]，后被广泛应用于航空业、
核工业、医学等领域。Reason 模型中，事件的任
何一个层面出现问题都将影响到整个事件的最终
结果。这些层面层层叠加，正如一个有孔的奶酪，
而不安全因素就像一个不间断的光源，能够透过
奶酪上的空洞，在某种巧合下，空洞会排列在同
一条直线上，光源可直接穿过，意外就发生了，
所以 Reason 模型又称为瑞士奶酪模型 [9]。自 1997
年，基于 Reason 模型有学者开始构建人的因素分
析与分类系统（HFACS，Human Factors Analysis 
and Classification System）[10-11]，将组织中事故发生
的原因分为了 4 个层面。SHEL 模型与 Reason 模
型相互补充，有效提高了事故分析的科学性及综
合性，有助于进一步优化医疗微环境，降低不良
事件发生率 [12-13]。在我国，类似模型已被应用于
职业暴露的事故分析中，但以上两种模型联用于
住院药房调剂差错的分析尚未见相关报道。
　　以往对住院药房药品调剂差错原因的研究，
包含的指标不够全面，不能综合反映住院药房药
品调剂差错安全风险的所有原因，另外在这些评
价指标中，涉及药房调剂差错的各原因对于调剂

差错的结果贡献是不一样的，有明显的指标权重
差异，评价工作存在很大的局限性。为了使评价
的结果更科学可信，要求对每一个评价指标赋予
相应的权重系数。据文献检索，国内外尚未见有
适用于住院药房药品调剂差错安全风险评价指标
体系的报道，本研究通过运用 SHEL ＋ Reason 模
型，结合文献复习法、德尔菲法（Delphi Method）、
综合评分法，应用相关质量管理理论、数学模型
理论、信息学理论等多种方法，定性定量地建立
了一套科学系统的药品调剂差错安全风险评价指
标体系，这在国内外尚属首次，可为解决住院药
房药品调剂差错安全风险提供思路。
1　资料与方法
1.1　研究对象
　　根据医院信息系统（HIS）筛选出 2019年 7—
12 月的发药医嘱，采用自行设计的药品调剂差错
本，收集已记录的药品调剂差错不良事件，按照
医嘱条目逐条分析差错原因，作为评价指标拟订
基础之一；另从 HIS 中调取 2021 年 1—6 月的发
药医嘱。作为验证评价指标体系资料。
1.2　构建原则
　　建立住院药房药品调剂差错安全风险综合评
价指标体系（以下简称体系），首先要对质量管理、
医学综合评价、信息学理论基础等进行系统学习，
同时明确药房调剂差错管理内涵，在体系的设计
上遵循科学性、实用性、代表性及可操作性，选
择的指标简单，同时体现层次性，尽可能全面地
反映评价对象的总体情况，计算方法便于掌握。
1.3　研究方法
1.3.1　药品调剂差错原因的分析　依据 SHEL ＋

Reason 模型对 2019 年 7—12 月的药品调剂差错进
行分析。首先，应用 SHEL 模型，分别从 S（软件）
人员业务素质与能力、H（硬件）设备与工作场所、
E（环境）工作环境、L（人件）当事人及他人 4 个
方面进行分类；其次，采用由果及因的方式应用
Reason 模型对药品调剂差错原因进行分析（见图1）。
这种分析方法符合“光线穿透奶酪”逻辑，可从光
线透出处回望来确定所有层次“奶酪”的漏洞 [14-15]。
1.3.2　Delphi 修订评价标准　应用文献复习法结

second-level indicators. After two rounds of experts consultation, experts authority and the internal 
consistency of the indicator system were good. The collected medical orders were used to verify 
the constructed comprehensive evaluation index system with good discrimination. Conclusion  The 
drug dispensing risk indicator system helps manage the drug dispensing errors in hospital inpatient 
pharmacy, and provides reference for the development of hospital related management.
Key words: SHEL+Reason model; dispensing error; indicator system
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合 SHEL ＋ Reason 模型的分析结果，初步拟订专
家咨询表。本研究采用 Delphi 法，又名专家咨询
法 [16]，专家不横向接触，匿名发表意见，课题组
经过多轮次的征询、讨论，最后汇总成接近统一
的评价结果。依照 Delphi 法的要求，我们邀请了
全国的 20 名专家，涉及医院药事管理、管理学、
统计学等相关领域，其中高级职称占 25%，副高
级职称占 45%，中级职称占 30%；硕士占 65%，
博士占 35%。将标准初稿设计成专家咨询表，向
选定的专家进行两轮函询。采用 Likert5 分量表请
每位专家就初拟指标逐条从有效性、安全性、实
用性几个方面进行 1 ～ 5 分的评分，专家咨询问
卷中问题设置采用此量表，即“很重要、重要、
一般重要、不重要、很不重要”。收回的问卷进
行数据分析时，对“很重要、重要、一般重要、
不重要、很不重要”分别赋值“5、4、3、2、1 分”。
并提出修改建议，课题组综合专家们的建议，采
用相关统计学方法确定指标的选择是否可以用来
降低住院药房调剂差错安全风险，以及是否便于
实际操作。
1.3.3　Delphi 法的统计学分析　每轮咨询结束后根
据 Likert5 分量表和分级量化表计算专家的判断系
数（Ca）、熟悉程度（Cs）（具体量化值见表 1），并
以此计算权威程度系数（Cr），专家对全部指标的
评价意见协调系数（ω，0 ≤ω ≤ 1），ω 值趋于 0，
表明专家意见趋向分散，ω 值趋于 1，表明专家
意见趋向统一，通过百分权重法计算各指标权重，
并通过克朗巴赫系数（Cronbach’s alpha，α）[17] 来
检验指标的内在一致性信度。克朗巴赫α 系数的
计算公式为：α ＝ K/（K － 1）（1 － ∑Si

2/S2），K 为
整个调查表的条目数，Si

2 为第 i 个条目得分的方
差，S2 为整个调查表得分的方差 [18]。
1.3.4　综合评分法构建综合评价方程　基于专家评
价法衍生出的综合评分法是一种重要的综合评价方

法，本课题采用该法构建住院药房调剂差错安全风
险的综合评价方程。依据评价指标，对各指标制订
以标准分值赋值的各评价等级，确定各指标权重，
按照得出的总分确定综合评价总分值定义域，从而
可以对各评价指标进行分析 [19]。采用百分权重法 [20]

计算各指标权重，因本次评价指标体系是由两个级
别的指标构成，因此在考虑二级指标权重时，要考
虑一级指标在所有评价指标中的权重分配，即组合
权重。选取 2021 年 1—6 月期间的 897 条调剂差错
医嘱，运用已建立的评价指标体系进行综合评价。
1.3.5　综合评分值等级划分及区分度检验　对综
合评价结果采用 X －σX、X、X ＋σX 确定区分不
同等级的界限，并采用完全随机设计的单因素方
差分析来检验应用综合评价值获得的评价等级分
类对住院药房药品调剂差错安全风险的区分度。
1.3.6　统计学分析　应用 SPSS 22.0 软件计算
Delphi 法相关分析指标，方差分析和相关性分析
检验水准α ＝ 0.05，所有的 P 值取双侧概率，最
后将结果进行归一化处理计算各指标权重值。
2　结果
2.1　SHEL ＋ Reason 模型分析结果
　　根据 SHEL ＋ Reason 模型的分析要求，住院
药房药品调剂差错问题可归纳为以下 4 点：
　　① 不安全行为包括操作流程不当及调剂错
误：药房工作人员操作流程不当，未执行“四查
十对”等操作规范等，发药人员对于药品的名称、
剂型、规格、用法用量混淆导致调剂差错。② 不
安全行为的前提包含主客观原因，主观原因为调
剂药师错拿、漏拿药品，审方药师未仔细核对药
品，护士未对药品进行再次核对等；客观原因为
临床科室多，工作环境嘈杂，工作强度大，患者
及临床科室护士领药时一起堆积在发药窗口，发
药设施设备跟不上住院药房的高强度，如 HIS 卡
顿，导致医嘱未按照顺序显示，或打印机卡纸
等。③ 不安全的监督分为药房人员的相互监督、
药房部门负责人对于药房人员的监督、及所有人
员间的互相监督，是否制订了相应的工作制度、

表 1　专家对指标的判断依据及熟悉程度 
Tab 1　Experts’ judgment basis and familiarity with indicators

判断系数（Ca） 
量化值 熟悉程度

（Cs） 
量化值

大 中 小

理论分析 0.3 0.2 0.1 很熟悉 0.9

实践经验 0.5 0.4 0.3 熟悉 0.7

国内外同行的了解 0.1 0.1 0.1 较熟悉 0.5

直觉 0.1 0.1 0.1 一般 0.3

合计 1.0 0.8 0.6 较不熟悉 0.1

很不熟悉 0.0

图 1　Reason 模型事故原因分析导图

Fig 1　Reason model analysis map for accident cause
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操作规范等，同时也包含监督不充分、监督违规
等。④ 组织管理因素，虽不直接但却关键，其
对整个药品调剂差错原因体系起到画龙点睛的作
用，包括资源管理、组织氛围和运作过程 [21]。
　　我们对以上问题，按照 SHEL 模型的归因分
析，2019 年 7—12 月调剂医嘱条目共 441 076 例，
其中药品调剂差错医嘱条目 1681 例，工作环境差

错影响因素占比最高，其次是设备与工作场所差
错，再次是人员业务素质与能力及当事人和他人差
错影响因素。2021 年 1—6 月调剂医嘱条目共 427 
172 例，出现药品调剂差错 897 例，原因分析，结
果显示 S、E 的原因差错比例均有下降，H、L 差
错问题依然有待进一步改进，见表 2。

表 2　药品调剂差错原因模型归类分析 
Tab 2　Classification and analysis of drug dispensing errors cause model

原因归类
2019 年 7—12 月 2021 年 1—6 月

差错医嘱（n） 占总差错比 /% 差错率 /% 差错医嘱（n） 占总差错比 /% 差错率 /%

人员业务素质与能力（S）   372   22.13 0.084 192   21.40 0.045

设备与工作场所（H）   510   30.34 0.116 278   30.99 0.065

工作环境（E）   521   30.99 0.118 256   28.54 0.060

当事人及他人（L）   283   16.84 0.064 171   19.06 0.040

总计 1681 100.00 0.380 897 100.00 0.210

2.2　Delphi 法研究结果

2.2.1　指标体系组成　运用 Delphi 法对初拟指标
进行补充修改，得出一级指标 4 个，二级指标 10
个，具体见表 3 及 4。
2.2.2　专家咨询结果　本研究共发放了专家咨询
问卷 40 份，收回 38 份，总回收率为 95%，有效
问卷 37 份，总的有效率为 97.37%。专家咨询的
可靠性由专家积极系数，专家意见集中程度（见
表 3、4），专家的权威程度（见表 5）及专家意见
协调系数（见表 6）进行验证，结果显示，专家对
指标的评判意见达到了协调一致。

表 3　两轮专家咨询后的一级指标统计描述 
Tab 3　Statistical description of first-level indicators after two 

rounds of experts consultation

一级指标
第一轮结果 第二轮结果

均数 标准差 均数 标准差

S 4.841 0.328 4.683 0.436

H 4.757 0.625 4.581 0.765

E 4.569 0.596 4.325 0.657

L 4.266 0.387 4.597 0.572

2.2.3　最终指标及其权重　经过两轮 Delphi 法专
家咨询后，最终确立了指标体系及各指标相应权
重，具体见表 7 及 8。
2.2.4　指标体系综合评价研究　2021 年 1—6 月
的 897 例调剂差错医嘱的评价结果运用已建立的
综合评价模型进行验证，得分的基本情况：平均
分：34.23，标准差：3.68，得分最低为 20.55，
最高为 40.17。
2.2.5　综合评价值等级分类及区分度检验　对综
合评价结果采用 X －σX、X、X ＋σX 法确定区分

不同等级的界限，根据综合评分的结果分为 4 个
等级：0 ～ 30.50 分为重度不合理，30.50 ～ 34.19
分为中度不合理，34.19～37.86分为轻度不合理，
37.86 分以上为合理。综合评价的结果显示不合
理率为 99.11%，与前述所抽取的 897 例医嘱为调

表 4　两轮专家咨询后的二级指标统计描述 
Tab 4　Statistical description of second-level indicators after two 

rounds of experts consultation

二级指标
第一轮 第二轮

均数 方差 均数 方差

S1 完善工作制度、规范操作流程 4.251 1.407 4.332 0.577
S2 加强人员的业务能力培训 4.775 0.983 4.552 0.569
S3 质控小组定期质控检查 4.462 0.735 4.211 0.624
H1 应用信息化和多媒体平台技术 4.110 1.266 4.256 0.900
H2 引进单剂量自动药品分装机等硬件

设备

4.235 0.697 4.232 0.688

E1 优化工作环境 4.642 0.559 4.335 0.458
E2 合理配置人员 3.755 0.967 3.823 0.526
L1 加强调剂药师责任心培养 3.113 0.875 2.843 0.473
L2 加强调剂药师与临床的沟通 3.528 0.685 3.697 0.523
L3 加强调剂药师与患者及家属的沟通 3.267 0.535 3.598 0.577

表 5　两轮咨询专家权威程度 
Tab 5　Authority degree of experts in two rounds of consultation

咨询轮数 判断系数（Ca） 熟悉程度（Cs） 权威程度（Cr）

第一轮 0.82 0.73 0.84
第二轮 0.91 0.85 0.77

表 6　两轮专家意见的协调程度及其 χ2 检验 
Tab 6　Coordination degree of two rounds of experts opinions and 

Chi-square test

指标
第一轮 第二轮

ω χ2 P ω χ2 P
一级指标 0.38 31.96 0.000 0.466 34.96 ＜ 0.001
二级指标 0.253 176.99 0.000 0.416 218.61 ＜ 0.001
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剂差错这一结论一致。通过单因素方差分析得，
F ＝ 436.175，P ＝ 0.0004，表明各等级分类之间
差异有统计学意义；各等级分类之间进行两两比
较，各组之间的 P 值均＜ 0.05，评价等级之间差
异有统计学意义，综合评价等级分类对住院药房
药品调剂差错安全风险评价具有较好的区分度。
2.2.6　信度分析　利用已建立的体系对抽取的医
嘱条目进行调查研究，得到信度评价的结果：α
系数为 0.736，折半信度 R 为 0.923。体现了指标
间具有良好的一致性 [22]。
3　讨论
3.1　SHEL ＋ Reason 模型影响因素分析
　　运用 SHEL ＋ Reason 模型对住院药房药品调
剂差错安全风险进行分析评估有助于保证医疗质
量安全，这是一项大胆的尝试。在高强度的住院
药房药品调剂工作中，工作人员因业务不熟、工
作态度敷衍等造成误拿相似的不同厂家、不同名
称、不同制剂规格的药品，如将磷酸奥司他韦胶
囊（75 mg/10 袋）错拿为磷酸奥司他韦颗粒（15 
mg/10 袋），或是漏拿了药品。相似药品在货架
上摆放位置较近，药品外包装破损导致误拿，打
印机卡纸致医嘱打印不清晰，医嘱打印不完整
等 [23]。对于某些长期医嘱，由于 HIS 中未对患者
长临医嘱药品进行统一规划，导致调剂人员发药
错误，出现重复给药或药品漏发。在此次 SHEL

分析中占最主要原因的是住院药房的工作环境，
我院住院患者及陪护人员相对较多，环境嘈杂，
药房调剂人员及审方人员人手不足，可能会进一
步降低药品调剂准确性。药师审方不细致，护理
人员、患者、家属拿药时未再仔细核对药品，住
院药房借调调剂人员等。Reason 模型从 4 个大方
向，以整体视角对药房调剂差错原因进行分析，
对 SHEL 模型的分析进行补充归纳。
3.2　针对存在问题采取相应防范措施
　　针对具体原因，我们制订了调剂药师及审方
药师的规范化培训手册，巩固重要的药学理论知
识，强化调剂审方需要遵循的基本原则，并定期
考核；同时对所有住院药房工作人员进行药品调
剂风险教育，加强相关的调剂差错法律知识补
充，根据药房工作强度进行弹性排班，在高峰期
合理增加轮岗人员。我们在 HIS 中区分了长期和
临时医嘱，药品货架上进一步明确易混淆药品、
高警示药品、新进品种品规药品等警示牌，对毒
性药品、麻醉药品、精神药品明确专人专柜，责
任到人；同时优化窗口，设置专药专窗发放，设
置特殊管理药品调配专岗，提高特殊药品处方集
中审核和管理力度，同时根据药品分类、发药频
率，优化药品摆放位置，遵循排列整齐、排放规
范、常用药品“快识快找”原则，减少药师无效跑
动。定期检查并统计名称、包装相似或同品名不
同厂家的药品，同时，做好药房硬件设施更新，
如增加重点易错药品柜，更换工作电脑主机、更
换空调等，提升医院工作环境。在人员方面，分
为药剂人员和医护患两大方面，药剂方面，逐步
完善工作管理制度，加强药品发放管理，严格要
求药品调剂人员做好“四查十对”，对于退回药
品应重视检查工作，明确退药手续是否齐全，在
依照药品目录将其放入药架时，需再次检查药品
外包装、有效期是否合乎规范。积极做好审方培
训，制订《药房质量控制标准》《处方审核制度》
等，帮助药房人员提高个人责任意识，并落实处
方审核工作，减少超剂量用药、配伍禁忌等发生
率。对院内取药护士、实习生等进行规章制度学
习、培训，明确取药流程，张贴告示牌，告知取
药注意事项。对药师进行沟通技巧学习培训，帮
助药房人员分析取药患者医务人员心理特征、情
绪特点，通过学习并掌握一定话术，提高其沟通
能力，在日常工作中也能及时与医护人员展开沟
通，说明一些药物使用、库存情况，提高医师医
嘱制订的正确性。

表 7　一级指标的权重 
Tab 7　Weights of first-level indicators

指标编号 指标 评价得分 权重

S 人员业务素质与能力 4.69 0.2735

H 设备与工作场所 4.45 0.2143

E 工作环境 4.63 0.2697

L 当事人及他人 3.56 0.2425

表 8　二级指标的权重及组合权重 
Tab 8　Weights and combined weights of second-level indicators

指标

编号
二级指标

第二轮

平均值 权重 组合权重

S1 完善工作制度、规范操作流程 4.67 0.4305 0.1177
S2 加强人员的业务能力培训 4.62 0.4695 0.1284
S3 质控小组定期质控检查 4.22 0.1000 0.0274
H1 应用信息化和多媒体平台技术 4.57 0.6925 0.1484
H2 引进单剂量自动药品分装机等

硬件设备

4.41 0.3075 0.0659

E1 优化工作环境 4.33 0.6253 0.1686
E2 合理配置人员 4.21 0.3747 0.1011
L1 加强调剂药师责任心培养 3.77 0.3265 0.0792
L2 加强调剂药师与临床的沟通 4.21 0.3751 0.0910
L3 加强调剂药师与患者及家属的

沟通

3.63 0.2984 0.0724
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3.3　住院药房药品调剂差错安全风险评价指标的
建立
　　住院药房药品调剂差错问题一直是医院药学
工作者关注的问题 [24]，此前也有部分研究，甚
至采用了数学模型对调剂差错问题进行了分析总
结，如李志伟 [25] 应用 SHEL ＋ Reason 模型对信
息系统人为因素进行了风险评价，构建了一套多
层次、多角度人因导致信息差错风险的评价指标
体系。刘志勤 [26] 将 Reason 模型结合 PDCA 循环
管理法应用到临床风险管控中，有效减少了医疗
不良事件的发生。以上研究从不同侧面、不同程
度分析了调剂差错问题，但对于具体的评价指
标，至今没有统一标准，造成了各研究的相对独
立、分散，不易形成管理规范，且每一项可能影
响因素对总体原因的贡献是不一样的，原则上应
对各个评价指标赋以相应的权重系数。通过两轮
专家咨询，本体系建立了 4 个一级指标和 10 个
二级指标，设计直观，可操作性好，包含指标能
够反映住院药房药品调剂差错安全风险，适用于
医院药房药品调剂安全性管理及考评。在结合
专家意见基础上，合并了部分指标，针对所有
指标，专家的协调系数接近 0.5，全部专家对指
标的评判意见较为一致，P 值均小于 0.05，本研
究考虑到了指标的综合权重，以定量考评药品调
剂差错的安全性，最后采取了综合评分法构建了
综合评价模型，并对建立的综合评价指标体系进
行了实证研究，采用 X －σX、X、X ＋σX 对综合
评价结果进行分级，对分级结果采用方差分析验
证等级分类的区分度，结果证明了建立的综合评
价体系是科学可行的。本研究所选取的资料来自
于一家综合性医院，可能数据比较单薄，不够全
面，对于指标的不合理选项可能较为集中，其数
据分析结果的说服力会有所减弱。下一步将通过
选取更多医院的医嘱对药品调剂安全性风险进行
评价，在更大范围内验证所建立指标体系的科学
性和可靠性。综上，SHEL ＋ Reason 模型在住院
药房药品调剂差错风险管理上可以起到积极的作
用，巩固药品调剂安全防御系统，更好地服务于
患者，服务于临床。
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氨溴索联合乙酰半胱氨酸治疗慢性阻塞性肺疾病急性加重 
有效性和安全性的 Meta分析

陈仕鹏，曹利娟，李凌松，刘代华*（广西医科大学附属柳州市人民医院药学部，广西　柳州　545005）

摘要：目的　系统评价氨溴索联合乙酰半胱氨酸治疗慢性阻塞性肺疾病急性加重（AECOPD）的

疗效和安全性，为临床合理用药使用提供循证医学证据。方法　系统检索 CBM、CNKI、VIP、

WanFang、PubMed、Embase、Web of Science、The Cochrane Library、ClinicalTrials 数 据 库， 收 集

氨溴索联合乙酰半胱氨酸治疗对比氨溴索单药治疗 AECOPD 的随机对照试验（RCTs），检索时间

从建库至 2022 年 11 月。将检索的文献由 2 位评价员独立筛选文献、提取资料和评价质量，采用

RveMan 5.4 进行 Meta 分析。结果　共纳入 17 篇 RCT，收集到 1454 例患者，所纳入的文献质量

较低。Meta 分析结果显示，与单用氨溴索治疗相比，氨溴索联合乙酰半胱氨酸治疗 AECOPD 能显

著提高总有效率 [RR ＝ 1.24，95%CI（1.18，1.30），P ＜ 0.000 01]、一秒用力呼气容积（FEV1）/
用力肺活量（FVC）[MD ＝ 5.92，95%CI （4.95，6.88），P ＜ 0.000 01]、FEV1 [MD ＝ 0.29，95%CI
（0.23，0.34），P ＜ 0.000 01] 及氧分压水平 [MD ＝ 11.88，95%CI（8.78，14.98），P ＜ 0.000 01]，
降低二氧化碳分压 [MD ＝－ 9.38，95%CI（－ 10.78，－ 7.99），P ＜ 0.000 01]、C 反应蛋白（CRP）

水平 [CRP ≥ 50 mg·L－ 1，MD ＝－ 11.34，95%CI（－ 13.11，－ 9.56），P ＜ 0.000 01；CRP ≤ 50 
mg·L－ 1，MD ＝－ 3.54，95%CI（－ 4.62，－ 2.46），P ＜ 0.0001]。两组不良反应发生率无显著

差异 [RR ＝ 0.69，95%CI（0.44，1.10），P ＝ 0.12]。结论　相比氨溴索单药治疗，氨溴索联合乙酰

半胱氨酸治疗 AECOPD 的有效率较高，不良反应发生率轻微。但受文献质量和数量的影响，还需

进行多中心、大样本、高质量的 RCTs 进行验证。

关键词：氨溴索；乙酰半胱氨酸；慢性阻塞性肺疾病急性加重；Meta 分析；随机对照试验
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Meta-analysis of the effectiveness and safety of ambroxol combined  
with acetylcysteine for acute exacerbations of  

chronic obstructive pulmonary disease

CHEN Shi-peng, CAO Li-juan, LI Ling-song, LIU Dai-hua* (Department of Pharmacy, Liuzhou 
People’s Hospital Affiliated to Guangxi Medical University, Liuzhou  Guangxi  545005)

Abstract: Objective  To systematically evaluate the effectiveness and safety of ambroxol combined with 
acetylcysteine for acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease (AECOPD), and provide 
evidence for rational use of drugs. Methods  CBM, CNKI, VIP, WanFang, PubMed, Embase, Web of 
Science, The Cochrane Library, and ClinicalTrials databases were searched for relevant randomized 
controlled trials (RCTs) of ambroxol combined with acetylcysteine verse ambroxol monotherapy for 
AECOPD from the inception of the databases to November 2022. All the retrieved papers were screened, 
and evaluated by two independently researchers, followed by meta-analysis by Rev Man 5.4. Results  
Totally 17 RCTs were included, involving 1454 patients. The quality of the included research was low. 
The meta-analysis showed that ambroxol combined with acetylcysteine for AECOPD significantly 
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increased the total effective rate [RR ＝ 1.24, 95%CI (1.18, 1.30), P ＜ 0.000 01], the value of forced 
expiratory volume in one second (FEV1)/ forced vital capacity (FVC) [MD ＝ 5.92, 95%CI (4.95, 6.88), 
P ＜ 0.000 01]; FEV1 value [MD ＝ 0.29, 95%CI (0.23, 0.34), P ＜ 0.000 01], and the oxygen partial 
pressure level [MD ＝ 11.88, 95%CI (8.78, 14.98), P ＜ 0.000 01]. The reduced carbon dioxide partial 
pressure [MD ＝ － 9.38, 95%CI ( － 10.78, － 7.99), P ＜ 0.000 01] and C-reactive protein (CRP) 
levels [for CRP ≥ 50 mg·L－ 1 group, MD ＝ － 11.34, 95%CI ( － 13.11, － 9.56), P ＜ 0.000 01; 
for CRP ≤ 50 mg·L－ 1 group, MD ＝－ 3.54, 95%CI ( － 4.62, － 2.46), P ＜ 0.0001] as compared 
with ambroxol monotherapy. There was no significant difference in the incidence of adverse reactions 
between the two groups [RR ＝ 0.69, 95%CI (0.44, 1.10), P ＝ 0.12]. Conclusion  Compared with 
ambroxol monotherapy, ambroxol combined with acetylcysteine is more effective for AECOPD, and 
the incidence of adverse reactions is light. However, due to the quality and quantity of literatures, multi-
center and high-quality RCTs with large sample sizes are needed for verification.
Key words: ambroxol; acetylcysteine; acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease; 
meta-analysis; randomized controlled trial

　　慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmo-
nary disease，COPD）是世界范围内发病率和病
死率最高的五大疾病之一。COPD 的特点是长期
呼吸道症状和气流受限，主要症状包括呼吸急促
和咳嗽，并可能产生黏液 [1]。慢性阻塞性肺疾病
急性加重（acute exacerbation of chronic obstructive 
pulmonary disease，AECOPD）是 COPD 症状的突
然恶化，包括呼吸急促、咳嗽加剧、痰量增多或
痰液呈脓性，超出日常的变异，导致需要改变药
物治疗 [2]。气道黏液高分泌是 COPD 的重要临床
表现之一，其与 COPD 的临床结局密切相关。研
究表明，慢性黏液高分泌与 COPD 患者一秒用力
呼气容积（FEV1）的加速下降和住院时间的增加
明显相关，祛痰治疗有助于减轻气道的炎症反应
和缓解患者的症状 [3-4]。
　　氨溴索是一种黏液溶解剂，可促进肺表面活
性物质的分泌，降低痰液黏度，促进呼吸道分泌
物排出 [5]。乙酰半胱氨酸（N-Acety-L-Cysteine，
NAC）是一种强效的化痰类药物，可通过破坏
黏蛋白中的二硫键降低黏液黏稠度，改善黏液纤
毛清除功能，增加呼吸道分泌、稀释痰液，促进
呼吸道分泌物的加速排出，同时也具有抗氧化和
抗炎特性，能够有效清除机体内的氧自由基 [6-7]。
目前多项研究报道氨溴索联合乙酰半胱氨酸治疗
AECOPD 疗效较好，且不良反应少，但各研究样
本量较小、质量不高，所得结论参考价值有限。
因此本文旨在系统评价氨溴索联合乙酰半胱氨酸
治疗 AECOPD 的疗效和安全性，为氨溴索和乙
酰半胱氨酸的联合治疗提供循证医学证据和决策
参考。

1　资料与方法
1.1　资料来源 
　　以“Pulmonary Disease，Chronic Obstructive” 
“AECOPD”“Ambroxol”“Acetylcysteine”“Muco-
solvan”“Fluimucil”“randomized controlled trial”
等为检索词检索 PubMed、Embase、Web of Sci-
ence、The Cochrane Library、ClinicalTrials 外文数
据库。以“肺疾病，慢性阻塞性”“慢阻肺急性加
重”“氨溴索”“沐舒坦”“乙酰半胱氨酸”“富露
施”“随机对照试验”“RCT”等为主题词或关键词
系统检索中国生物医学文献数据库（CBM）、中
国知网（CNKI）、VIP 数据库及万方数据库。各
个数据库检索时间范围均从建库至 2022 年 11 月。
1.2　文献纳入与排除标准
1.2.1　研究类型　随机对照试验（RCT）。
1.2.2　诊断标准　患者均符合《慢性阻塞性肺疾
病诊治指南》（2021 年修订版）中关于 COPD 的
诊断标准且临床表现均符合《慢性阻塞性肺疾病
急性加重（AECOPD）诊治中国专家共识》（2017
年更新版）[8-9]。排除：有严重心肝肾疾病的患者；
存在恶性肿瘤及全身系统性疾病的患者；合并有
肺结核、肺栓塞、心律失常、心力衰竭、胸腔积
液等疾病的患者；半个月内使用过免疫抑制剂治
疗者；对本研究中所用的药物过敏的患者；中途
退出的患者。
1.2.3　干预措施　对照组采用氨溴索治疗联合常
规治疗（包括吸氧、纠正酸碱平衡及水电解质平
衡、止咳平喘等），试验组在对照组的治疗方案
上加用乙酰半胱氨酸治疗。各研究中氨溴索及乙
酰半胱氨酸的剂量见表 1。
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表 1　纳入研究的基本信息 
Tab 1　Basic characteristics of included studies

文献
例数

（T/C）

男 / 女 年龄 / 岁 干预措施
疗程 结局指标

T C T C T C
保瑜 [10] 2020 41/41 25/16 23/18 73.2±2.46 72.9±2.28 C ＋ a 氨溴索注射液 30 mg qd ivgtt 4 周 ①②

曾贤鑫 [11] 2020 27/27 12/15 13/14 71.4±4.90 72.6±5.50 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 2 周 ①②③

顾联斌 [12] 2017 42/42 28/14 29/13 68.5±4.92 68.5±4.85 C ＋ b 氨溴索注射液 60 mg qd ivgtt 2 周 ①②③④

井泉 [13] 2019 40/40 25/15 24/16 71.5±5.82 71.3±5.94 C ＋ b 氨溴索注射液 60 mg qd ivgtt 2 周 ①②③④

王怡进 [14] 2021 28/28 16/12 15/13 70.3±6.36 70.5±6.42 C ＋ b 氨溴索分散片 30 mg qid po 2 周 ①

杨妍 [15] 2016 23/24 17/6 19/5 70.5±1.34 70.1±5.74 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 2 周 ②

邹玲玲 [16] 2019 41/41 25/16 24/17 66.2±3.44 65.8±3.21 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 2 周 ①②

伊孙邦 [17] 2019 58/58 38/20 35/23 58.4±8.41 59.1±8.67 C ＋ d 氨溴索注射液 15 mg tid 雾化吸入＋异丙

托溴铵 0.5 mg tid 雾化吸入

7 d ①②

殷晓娜 [18] 2020 30/30 18/12 20/10 71.7±14.09 73.3±10.13 C ＋ e 氨溴索注射液 15 mg biw 支气管肺泡灌洗 2 周 ③④

张海涛 [19] 2017 55/51 32/23 29/22 63.4±12.20 65.0±9.70 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 6 月 ①

赵萌 [20] 2006 75/75 45/30 46/29 67.0±9.00 68.0±8.00 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 7 d ①⑤

朱志刚 [21] 2020 52/52 32/20 30/22 70.5±6.48 71.4±5.47 C ＋ b 氨溴索注射液 15 mg tid ivgtt 2 周 ①②④⑤

郭红敏 [22] 2017 37/37 20/17 21/16 73.7±4.10 73.5±4.30 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 2 周 ②⑤

陈莉 [23] 2021 26/26 19/7 20/6 72.6±6.35 71.2±6.80 C ＋ a 氨溴索口服液 30 mg bid po 10 d ①②③⑤

王岳宸 [24] 2021 63/62 41/22 42/20 66.20±5.08 65.71±4.92 C ＋ b 氨溴索片 60 mg tid po 3 月 ①②⑤

杨凤 [25] 2022 31/31 17/14 18/13 73.59±6.32 73.31±6.57 C ＋ b 氨溴索注射液 60 mg qd ivgtt 10 d ①③④

杨娴梅 [26] 2021 60/60 46/14 48/12 70.02±3.36 69.56±3.64 C ＋ f 氨溴索注射液 30 mg bid ivgtt 15 d ①③④⑤

注：a. 吸入用 NAC 溶液 0.3 g bid 雾化吸入；b. NAC 片 0.6 g bid po；d. 吸入用 NAC 溶液 0.3 g tid 雾化吸入；e. 吸入用 NAC 溶液 0.3 g 
biw 支气管肺泡灌洗；f. NAC 颗粒 0.2 g tid po. T. 实验组；C. 对照组；① 有效率；② 肺功能；③ CRP 水平；④ 血气；⑤ 不良反应发生率。 

Note：a. acetylcysteine solution for inhalation，0.3 g，bid，aerosol inhalation；b. acetylcysteine tablets，0.6 g，bid，po；d. acetylcysteine 
solution for inhalation，0.3 g，tid，aerosol inhalation；e. acetylcysteine solution for inhalation，0.3 g，biw，bronchoalveolar lavage；f. 
acetylcysteine granules，0.2 g，tid，po. T. the experimental group；C. the control group；① effective rate；② pulmonary function；③ c-reactive 
protein value；④ arterial blood gas analysis；⑤ adverse effects rate.

1.2.4　结局指标　疗效指标为总有效率、治疗后
FEV1/FVC 水平、治疗后 FEV1 水平、治疗后氧
分压，治疗后二氧化碳分压水平及治疗后 CRP 水
平。安全性指标为不良反应发生率。参照《慢性
阻塞性肺疾病诊治指南》（2021 年修订版）相关标
准评估两组患者疗效。
1.2.5　排除标准　① 非中、英文文献；② 仅有
摘要，无法获取全文的文献；③ 对重复发表或有
雷同的文献，仅保留最先发表的一篇，对同一研
究多次发表的情况，仅保留样本量最大和信息最
全的一篇；④ 数据不完整或有错误。
1.3　文献质量评价和信息提取
　　按照 Cochrane 偏倚风险 2.0（RoB2.0）工具
评估 RCT 的偏倚风险 [27]，由 2 位评价者独立进
行评价，评价内容包括：随机序列生成和分配隐
藏方法、研究者和受试者施盲、研究结局盲法评
价、数据完整性、报告偏倚和其他偏倚。检索到
的所有文献由 2 位评价员独立筛选和资料提取，
不一致的地方由第 3 位评价者进行仲裁。使用
Excel 建立数据提取表格。提取内容包括第一作
者及发表时间、样本量、性别、年龄、病程、干
预措施、结局测量指标、文献质量情况。
1.4　数据整理与统计分析

　　采用 RevMan 5.4 软件进行分析，连续性变量
采用均数差（MD）作为效应量，二分类变量采用
相对危险度（RR）作为效应量，各效应量分别给
出 95%CI 估计。各纳入结果之间的异质性用 c2 检
验。若各研究间无异质性（P ＞ 0.1，I2 ＜ 50%），
采用固定效应模型；反之，使用 Stata 14.0 分析异
质性来源，若异质程度在可接受范围内且找不到
异质性原因，使用随机效应模型合并效应量；若
找到异质性原因，对导致异质性的因素进行亚组
分析。使用 RevMan 5.4 绘制漏斗图并通过 Stata 
14.0 进行 Egger 检验判断其发表偏倚。
2　Meta分析结果
2.1　纳入研究的一般特征
　　初始检索出相关文献 84 篇，剔除重复文献后为
41 篇；剔除 Meta 分析、系统评价和综述后得 34 篇
文献；通过阅读文献题目、摘要后获得文献 22 篇；
通过阅读全文，排除不符合纳入标准或试验设计标
准文献后，最终纳入 17 篇 [10-26]。共纳入 1454 例患
者，纳入研究的基本信息见表 1。纳入的 17 个试验
均在中国进行，其中试验组 729 例，对照组 725 例，
最小样本量为 23 例，最大样本量为 75 例。
2.2　纳入研究质量评价 
　　纳入的 17 项研究中，16 项采用随机数字表
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图 2　两组患者治疗后总有效率 Meta 分析

Fig 2　Meta-analysis of total effective rate of two groups of patients after the treatment

法进行分组，1 项研究未报道随机分配方法 [16]。
17 项研究未提及分配隐藏。12 项研究未对患者、
试验人员以及对结局评估者实施盲法，其余 5 项
研究未提及是否使用盲法 [12，14-16，20]。所有纳入研
究的文献质量较低（见图 1）。
2.3　Meta 分析结果
2.3.1　总有效率　共纳入 14 项研究，1273 例患者
报道了总有效例数，经过异质性检验，各研究间无
显著的异质性（P ＝ 0.72，I2 ＝ 0%），采用固定效
应模型合并效应量并分析，结果见图 2。Meta 分析
结果显示氨溴索联合乙酰半胱氨酸治疗 AECOPD
总有效率显著高于单独使用氨溴索治疗组 [RR ＝

1.24，95%CI（1.18，1.30），P ＜ 0.000 01]。
2.3.2　治疗后 FEV1/FVC 水平　共纳入 11 项研究，
900 例患者报道了 FEV1/FVC 水平，两组的基线无
差异，可进行后续的 Meta 分析。经过异质性检验，
I2 ＝ 44% 且 P ＜ 0.05，提示本次研究选择的文献
之间存在异质性。采用 Meta 回归未寻找到异质性
产生原因，采用随机效应模型合并效应量并分析。
结果显示与单用氨溴索相比，氨溴索联合乙酰半胱
氨酸治疗 AECOPD 显著提高 FEV1/FVC 值 [MD ＝

5.92，95%CI（4.95，6.88），P＜ 0.000 01]，见图 3。
2.3.3　治疗后 FEV1 水平　共纳入 5 项研究，414
例患者报道了 FEV1 水平，两组基线差异无显著
意义（P ＝ 0.94，I2 ＝ 0%），可进行后续的 Meta

图 1　纳入研究质量评价

Fig 1　Quality evaluation of included studies
A. 偏倚风险图（risk of bias graph）；B. 偏倚风险总结图（risk of bias 
summary）

分析。经过异质性检验，各研究间无显著异质性
（P ＝ 0.24，I2 ＝ 27%），采用固定效应模型合并
效应量并分析，结果与对照组相比，试验组显著
提高 FEV1 值 [MD ＝ 0.29，95%CI（0.23，0.34），
P ＜ 0.000 01]，见图 4。
2.3.4　治疗后氧分压水平　共纳入 6 项研究，510 例
患者报道了氧分压水平，两组间氧分压的基线期差
值无异质性和显著性 （P ＝ 0.95，I2 ＝ 0%），可进
行后续的 Meta 分析。经过异质性检验（I2 ＝ 66% 且

P ＜ 0.05），提示本次文献之间存在异质性。进一步
按照对照措施将研究分为手术给药组（肺泡灌洗术
给药）和非手术组（静脉及口服给药），以组别变量
为协变量进行 Meta 回归寻找异质性产生原因，结果
显示对照措施间无显著性的差异（P＝ 0.09＞ 0.05）。
未找到异质性原因，且文献间为中度异质，采用随
机效应模型合并效应量并分析，结果显示与对照组
相比，试验组显著提高氧分压 [MD ＝ 11.88，95%CI
（8.78，14.98），P ＜ 0.000 01]，见图 5。
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图 3　两组患者治疗后 FEV1/FVC 水平的 Meta 分析

Fig 3　Meta-analysis of FEV1/FVC in two groups after the treatment

图 4　两组患者治疗后 FEV1 水平的 Meta 分析

Fig 4　Meta-analysis of FEV1 in two groups after the treatment

图 5　两组患者治疗后氧分压水平的 Meta 分析

Fig 5　Meta-analysis of oxygen partial pressure in two groups after the treatment

2.3.5　治疗后二氧化碳分压　共纳入 6 项研究，
510 例患者报道了二氧化碳分压值，两组间二氧
化碳的基线期差值无异质性且无显著性（P ＝

0.96，I2 ＝ 0%），可进行后续的 Meta 分析。经过
异质性检验，I2 ＝ 81% 且 P ＜ 0.05，提示本次
研究选择的文献之间异质性具有统计学意义。进
一步采用 Meta 回归寻找异质性产生原因。按照
对照措施将研究分为手术给药组和非手术组，以
组别变量为协变量进行 Meta 回归，结果显示对
照措施间有显著差异（P ＝ 0.015）。由于只有一
篇研究采用手术给药，排除该研究后剩余 5 项研
究，共 450 例患者的二氧化碳分压值纳入 Meta
分析，经过异质性检验，各研究间无显著的异质
性 （P ＝ 0.33，I2 ＝ 14%），采用固定效应模型
合并效应量并分析，结果显示与对照组相比，显
著降低二氧化碳分压 [MD ＝－ 9.38，95%CI（－

10.78，－ 7.99），P ＜ 0.000 01]，见图 6。
2.3.6　治疗后 CRP 水平　共纳入 7 项研究，512
例患者报道了 CRP 水平，两组间 CRP 的基线期
差值无异质性且无显著性 （P ＝ 0.95，I2 ＝ 0%），
可进行后续的 Meta 分析。经过异质性检验，I2 ＝

94% 且 P ＜ 0.000 01，提示本次研究选择的文献之
间异质性具有统计学意义。进一步采用 Meta 回归

寻找异质性产生原因。按照治疗前 CRP 水平将研
究分为高 CRP 组 （CRP ≥ 50 mg·L－ 1）和低 CRP
组（CRP ≤ 50 mg·L－ 1），以组变量为协变量进
行 Meta 回归，结果显示初始治疗的 CRP 水平为异
质性来源（P ＝ 0.029 ＜ 0.05），建议按照治疗前
CRP 水平高低进行亚组 Meta 分析。高 CRP 组间有
轻度的异质性（P ＝ 0.11，I2 ＝ 47%），采用随机
效应模型合并效应量并分析，结果显示对于治疗
前高 CRP（CRP ≥ 50 mg·L－ 1）的 AECOPD 患者，
与对照组相比，试验组能显著降低 CRP[MD ＝－

11.34，95%CI（－ 13.11， － 9.56），P ＜ 0.000 01]。
低 CRP 组间无异质性（P ＝ 0.52，I2 ＝ 0%），采
用固定效应模型合并效应量并分析，结果显示
对 于 治 疗 前 低 CRP（CRP ≤ 50 mg·L－ 1） 的
AECOPD 患者，与对照组相比，试验组显著降低
CRP [MD ＝ － 3.54，95%CI（－ 4.62， － 2.46），
P ＜ 0.0001]，见图 7。
2.3.7　不良反应发生率　共纳入 6 项研究，625 名
患者报道了不良反应发生情况，各研究见无显著的
异质性（P ＝ 0.49，I2 ＝ 0%），采用固定效应模型
合并效应量并进行分析。结果显示试验组不良反
应发生率与治疗组无显著差异 [RR ＝ 0.69，95%CI 
（0.44，1.10），P ＝ 0.12]，见图 8。
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图 6　两组患者治疗后二氧化碳分压水平的 Meta 分析

Fig 6　Meta-analysis of carbon dioxide partial pressure in two groups after the treatment

图 7　两组患者治疗后 CRP 水平的 Meta 分析

Fig 7　Meta-analysis of CRP level in two groups after the treatment

图 8　两组患者不良反应发生率 Meta 分析

Fig 8　Meta-analysis of the incidence of adverse reactions in the two groups

2.4　发表偏倚分析
　　通过绘制漏斗图对主要结局指标总有效率纳
入文献是否存在偏倚进行考察，结果漏斗图对称
（Egger’s test 得出 P ＝ 0.07），见图 9，说明无
发表偏倚。

图 9　总有效率纳入研究的偏倚分析

Fig 9　Bias analysis of total effective rate

3　讨论
3.1　纳入研究质量分析
　　本研究纳入的 RCT 质量普遍较低，主要存在

以下几方面的问题：① 纳入的 17 项研究样本量较
少，缺乏多中心的 RCT 研究；② 纳入的 17 项研究
中仅 1 项未报道随机分配方法 [16]，12 项明确提出
未使用盲法，其余 5 项 [12，14-16，20] 未提及是否使用
盲法，造成了一定的测量偏倚；③ 纳入研究在治疗
后二氧化碳分压水平指标中存在明显的异质性，这
可能是由于纳入的 1 项研究 [18] 的给药方式为肺泡
灌洗，每周 2 次给药，与其他 3 项研究给药方式不
同；④ 本研究未限制氨溴索及乙酰半胱氨酸的给药
剂型，这可能也是造成异质性的原因之一；⑤ 由于
各项研究结局指标具有多样化，有少量研究测定其
他的结局指标，目前尚不能完全提取全部相关的数
据。⑥ 尚缺乏大样本、多结局指标的临床研究。
3.2　疗效分析
　　Meta 分析结果显示，使用氨溴索联合乙酰
半胱氨酸治疗的 AECOPD 患者总有效率、FEV1/
FVC 水平、FEV1 水平、氧分压水平均高于单
独使用氨溴索患者；治疗后二氧化碳分压水平、
CRP 水平均低于单独使用氨溴索患者。因此，氨
溴索联合乙酰半胱氨酸治疗 AECOPD 临床效果
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好，具有一定的协同作用。
3.3　安全性分析
　　纳入的 17 项研究中，6 项研究 [20-24，26] 报道了
联用氨溴索和乙酰半胱氨酸治疗 AECOPD 后出现
的不良反应，但症状较轻且发生率较低，与单独
使用氨溴索治疗相比，无显著性差异。提示两种
药物联用安全性较高。
3.4　小结
　　就现有证据而言，氨溴索联合乙酰半胱氨酸
治疗 AECOPD 具有一定的优势，但本系统评价
纳入的研究质量不高，建议对氨溴索联合乙酰半
胱氨酸治疗 AECOPD 的 RCT 应进行更严格的试
验设计和指标测定。
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品管圈在降低高警示药品管理不合格率中的应用研究 
路支超，赵如森，徐洪燕，张霞，王雷*（淄博市市立医院，山东　淄博　255400）

摘要：目的　探讨品管圈在降低高警示药品管理不合格率中的作用。方法　我院药学部于 2021
年成立品管圈，确定以“降低高警示药品管理不合格率”为主题，发动头脑风暴，利用鱼骨图、

“二八”法则等分析导致高警示药品管理不合格的真因，提出对策并实施，比较运用品管圈活

动前后高警示药品管理不合格率的变化。结果　现状把握阶段，找出本次品管圈活动的改善重

点为标识混乱、存放地点不对、存放数目与备案基数不符引起的高警示药品管理不合格。根据
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　　高警示药品（high-alert medications）是指一
旦使用不当发生用药错误，会对患者造成严重伤
害，甚至会危及生命的药品 [1]。近年来，随着医
药行业的不断发展，药品种类也越来越多，但随
之而来的不合理用药也显著增加。因此，保障用
药安全，特别是高警示药品的合理使用成为世界
卫生组织关注的重点 [2-4]。品管圈（quality control 
circle，QCC）作为一种通过全体圈员合作来解决
实际工作中发现的问题的工具已经被应用于医院
管理的许多方面，但品管圈在降低高警示药品管
理不合格率中的应用尚未见报道 [5]。2021 年 4 月，
我院药学部成立了以“降低高警示药品管理不合
格率”为主题的品管圈活动，对医院高警示药品
管理情况进行改进，有效降低了我院高警示药品
管理不合格率，现将活动报道如下。
1　方法实施

1.1　成立品管圈 
　　品管圈小组成员共 8 名，其中圈长 1 名，圈
员 7 名，确立圈名为“药康圈”，寓意为“认真关
注合理用药，保障患者用药安全、健康”。小组
按照品管圈十大步骤定期开展活动 [6]，对各阶段
活动进展进行总结评价。

1.2　主题选定 
　　全体圈员发动头脑风暴找出目前亟待解决
的问题，首先对备选主题的“领导重视”“可行
性”“迫切性”“圈能力”进行了权重分配，然后
根据“5，3，1”打分原则，对提出的主题进行评
分，最终选定“降低高警示药品管理不合格率”
为本期品管圈活动的主题。经打分计算，此次品
管圈活动的圈能力为 57.5%。高警示药品管理不
合格率（%）＝抽查不合格的高警示药品数 / 同期
抽查的高警示药品总数 ×100%。
1.3　现状把握 
　　由药品质控员深入护理单元抽查 2021 年 8
月 15 日至 2021 年 8 月 21 日高警示药品共 3986
支（盒），其中不合格的共 1061 支（盒），不合格
率为 26.62%。找出高警示药品管理不合格的原
因，做出查检表（见表 1）和柏拉图（见图 1）。基
于“二八”原则找出本次品管圈活动的改善重点
为标识混乱、存放地点不对、存放数目与备案基
数不符引起的高警示药品管理不合格。
1.4　目标设定 
　　目标值＝现状值－改善值＝现状值－（现状
值×改善重点×圈能力）＝ 26.62%－（26.62%× 
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85.20%×57.5%）＝ 13.58%；
　　改善幅度＝（现状值－目标值）/ 现状值
×100% ＝（26.62% － 13.58%）/26.62% ＝ 48.99%。
1.5　解析

　　全体圈员发动“头脑风暴”，从人员、设备、
材料、方法、环境五个方面找出引起标识混乱、
存放地点不对、存放数目与备案基数不符的原因，
绘制“鱼骨图”，详见图 2。全体圈员根据特性
要因评价表打分得出要因，分别对得出的要因进
行为期一周的真因验证，利用柏拉图剔除“伪要
因”，找出本次活动改善的真因，分别是打印不
统一、监督力度不够、制度不完善、高警示药品
目录不统一、标识不醒目，详见图 3。
1.6　对策拟定

　　针对找出的真因，全体圈员发动头脑风暴提
出所有可能的对策，从“可行性”“经济性”和“效
益性”三个方面对所有提出的对策进行“1、3、5”
打分，得分在 84 分以上的为可实施对策，对可实
施对策进行整合，拟定出五个对策，分别是：① 
制订我院《高警示药品相关制度》，统一全院高警
示药品目录及备用基数；② 药学部统一打印标签；
③ 医嘱、处方、输液标签上加警示符号；④ 每季
度进行高警示药品培训，做到全院同质化；⑤ 制
订我院高警示药品管理考核细则，缩短检查周期，
将检查结果通过钉钉反馈给科主任。

2　结果

2.1　有形成果

　　 自 2021 年 10 月 1 日 至 2021 年 11 月 24 日
对策实施结束，根据拟定出的对策进行实施，并
对每个对策实施后的效果进行为期一周的查检。
经过对策实施，高警示药品管理不合格率由改善
前的 26.62% 降低至 20.38%。高警示药品管理不

表 1　现状把握查检 

项目 支（盒） 百分率 /% 累计百分率 /%

标识混乱   490 46.18 46.18

存放地点不对   292 27.52 73.70

存放数目与备案基数不符   122 11.50 85.20

领用数目与所报数量不符     75 7.07 92.27

未按要求清点     25 2.36 94.63

调配差错     20 1.89 96.52

医嘱不合理     15 1.41 97.93

回收与报损不符     12 1.13 99.06

批号登记错误     10 0.94 100.00

合计 1061 100.00

图 1　现状把握柏拉图

图 2　鱼骨图

图 3　真因验证柏拉图
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合格率由对策一的 20.38% 降低至 17.00%。高警
示药品管理不合格率由对策二的 17.00% 降低至
15.86%。药学部对系统中的警示符号定期维护列
入标准化。高警示药品管理不合格率由对策三的
15.86% 降低至 13.26%。将定期的培训作为常规
培训，制订培训计划，并列入医师综合目标管理
中。高警示药品管理不合格率由对策四的 13.26%
降低至 12.93%。查检表统计结果显示，高警示药
品管理不合格率从 26.62% 降至 12.93%，差异具
有统计学意义（χ2 ＝ 5.91，P ＜ 0.05）。改善后柏
拉图较改善前有明显改善，详见图 4。

图 4　改善前后柏拉图对比

　　目标达标率（%）＝（改善后－改善前）/（目
标值－改善前）×100% ＝（12.93% － 26.62%）/
（13.58% － 26.62%）×100% ＝ 104.98%；
　　进步率（%）＝（改善前－改善后）/ 改善前
×100% ＝（26.62% － 12.93%）/26.62% ＝ 51.43%。
2.2　无形成果

　　由全体圈成员对积极性、责任感、沟通配合、
凝聚力、解决问题能力、品管手法进行自我评价。
每项每人最高 5 分，最低 1 分，总分为 30 分。
活动成长值＝活动后平均值－活动前平均值。以
正负向来评价无形成果，正向说明有提升，负向
说明有下降，形成评价成果和雷达图（见图 5）。
结果表明，通过品管圈活动，全体圈员在无形成
果各方面均有很大的提高。

图 5　雷达图

2.3　标准化

　　经过此次品管圈活动，制订我院《高警示药
品管理制度》，统一我院高警示药品目录，统一
各科备用的高警示药品品种及数量；统一全院高
警示药品标识及医嘱、处方、输液标签上的警示
符号；定期组织全院培训，并制订 2022 年度高
警示药品相关知识培训计划；同时，缩短检查周
期，及时将检查结果进行反馈。
3　讨论

　　“不断提高医疗质量，保障患者就医安全”一
直以来是我院秉承的医疗理念。近年来，国家加
大对特殊药品的管制力度，使得毒、麻、精、放
药品的管理更加标准化，但是对高警示药品的管
理却未形成完整的管理体系 [7-10]。高警示药品在
临床使用过程中不良事件的发生率并不高于其他
药品，但是一旦发生后果会十分严重，甚至会危
及患者的生命安全 [11]。药学部自 2018 年引入品
管圈以来，已经取得了许多改进成果，员工发现
问题、解决问题的能力也日益增强。品管圈活动
是一种自上而下的质量管理活动，我院药学部利
用品管圈等质量管理工具将药品的管理由以往的
条款管理、经验管理阶段提升到质量管理、科学
管理阶段。全员参与，以规范的步骤分析和解决
问题，将改善的结果形成标准化操作流程 [12-14]。
　　在本研究中，经过为期一周的现场查检，发
现高警示药品管理不合格率高达 26.62%，主要
问题集中在标识混乱、存放地点不对、存放数目
与备案基数不符。近年来考虑到遵从英文原文翻
译、切合管理实际、方便对患者进行用药交代以
及避免一些不必要的歧义等原因，我国将沿用已
久的“高危药品”正式更名为“高警示药品”，但
由于更改后的一些遗留问题未及时更正及对高警
示药品的危害认知程度不够、管理部门对高警示
药品的监管缺乏重视、临床用药习惯等原因导致
我院高警示药品管理混乱。例如：某些科室仍然
保留着“高危药品”的标识，某些科室“高危药
品”和“高警示药品”标识并存，甚至某些科室
同一种高警示药品贴有两种不同的标识。某些科
室未将高警示药品与普通药品分开存放，导致发
生用药错误。某些科室高警示药品的存放数目与
所备案的基数不符，主要原因同样为用药错误所
致，个别临床科室日常工作中产生的药品破损及
结余未及时处理及上报，且无专人专岗负责高警
示药品使用情况的清点，儿科科室甚至存在药品
拼用情况。而账物不符导致的直接后果是药品的
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使用无法追溯，给患者带来极大的用药风险。同
时，由于信息系统中高警示药品与其他药品一样
无警示信息，导致在医师开具医嘱环节、药师发
药环节及护士给药环节未引起足够的重视，进而
增加不良事件的发生。经过全体圈员发动头脑风
暴，分析导致高警示药品管理不合格的真因并进
行查检，制订切实可行的对策，主要包括制订及
优化相关制度、流程，加强培训，加大处罚力度
等，提高医师及护士对高警示药品的重视。通过
本次品管圈活动，高警示药品管理不合格率降低
至 12.93%，目标达标率为 104.98%，进步率为
51.43%，已达目标设定值。江贺春等 [15] 在一项
高警示药品管理及风险控制的研究中通过规范高
警示药品目录、制订风险点、加强培训与考核等
措施，使得高警示药品管理和使用合理率降低至
19.9%，这也与本次研究结果基本一致。
　　合理的制度是保证日常药品管理的前提，经
过此次品管圈活动，制订我院《高警示药品管
理制度》，并且根据《我国高警示药品推荐目录
（2019 版）》及结合我院用药情况，统一制订了我
院《高警示药品目录》，实现了高警示药品管理
的标准化及同质化。建立标准的日常管理流程及
培训考核机制，对病区高警示药品贮存方式进行
专项整治，统一高警示药品标识，为管理者提供
详细的质控标准，提高药品管理效率。同时，圈
员在积极性、责任感、沟通配合、凝聚力、解决
问题能力、品管手法能力等无形成果方面也得到
了不同程度的提高，使得药学人员内涵更加丰
富，从被动管理到主动参与管理，提高了药学人
员日常工作的积极性。
　　综上所述，药学部引入品管圈来科学的管理
高警示药品，不仅能够规范医务人员对高警示药
品的管理和使用，同时也能降低药害事件的发
生，为保障患者就医安全打下了坚实的基础。因
此，品管圈能够有效降低高警示药品管理不合格
率，值得在医院管理工作中推广。
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碳青霉烯类的微型卫生技术评估

梁乔芳1，姚欣凯1，廖小林2，苏桂玉3，李祥4*（1. 广西医科大学第四附属医院/柳州市工人医院药学部，广西　

柳州　545008；2. 柳州市中医医院/柳州市壮医医院，广西　柳州　545000；3. 北海市人民医院，广西　北海　536000；4. 东部战

区总医院秦淮医疗区，南京　210002）

摘要：目的　对碳青霉烯类药品进行微型卫生技术评估（Mini-HTA），为医院决策者遴选、临床
合理使用提供依据。方法　通过查阅指南、文献、说明书等，药师与医师共同构建百分制评分
系统，从临床安全性、有效性、经济性、创新性、可及性共 5 个大方面分别对碳青霉烯类进行
Mini-HTA，并对分值权重进行评分。结果　美罗培南、亚胺培南 / 西司他丁及比阿培南得分分
别为 75 分、74 分及 71.5 分。三者用于治疗产 ESBL 重症感染患者具有较好的疗效，肝功能不全
患者不需调整剂量、安全性佳。三者均为医保目录收录品种，跟其他药物均存在相互作用，且
与抗癫痫药存在配伍禁忌。但三者有一定差异，比阿培南和亚胺培南 / 西司他丁的价格偏高但其
生产企业信誉度良好，且在全球范围内广泛使用；美罗培南虽然企业信誉度稍逊，但价格便宜；
亚胺培南 / 西司他丁为原研药品，美罗培南和比阿培南为仿制药品。亚胺培南 / 西司他丁和美罗
培南均可用于儿童和妊娠妇女，比阿培南除外。亚胺培南 / 西司他丁常温下保存即可，美罗培南
和比阿培南需要避光保存。亚胺培南 / 西司他丁和美罗培南保质期均为两年，比阿培南的保质期
稍短，仅 18 个月。结论　在当前医疗“零加成”政策及倡导价值医疗的形势下，本次对三种碳
青霉烯类进行 Mini-HTA，医院决策者可结合自身医疗情况，合理遴选及使用该类药品。
关键词：微型卫生技术评估；药品遴选；亚胺培南 / 西司他丁；美罗培南；比阿培南
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 Assessment of carbapenems by Mini health technology assessment
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Abstract: Objective  To provide reference for hospital decision-makers to select carbapenems by 
Mini health technology assessment (Mini-HTA). Methods  Full score system was established through 
reviewing guidelines, literatures and instructions. From the aspects of clinical safety, effectiveness, 
economy, innovation and accessibility, the Mini-HTA was conducted for carbapenems, and scored on 
the basis of weight value. Results  The final scores of meropenem, imipenem/cilastatin and biapenem 
were 75, 74 and 71.5 respectively. For ESBL patients with severe infection, all three drugs had good  
curative effect, and could be safely used in patients with liver dysfunction without dose adjustment. 
Included in the medical insurance list, they might interact with other drugs, and were incompatible  
with antiepileptic drugs. Biapenem and imipenem/cilastatin were somewhat expensive, but their 
manufacturers had a good reputation and they were widely used in the world. Meropenem was less 
reputable but cheaper. Imipenem/cilastatin was original varieties, while meropenem and biapenem were 
generic drugs. Imipenem/cilastatin and meropenem could be used in children and pregnant women, 
but not biapenem. Imipenem/cilastatin could be stored at room temperature, while meropenem and 
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　　在当前倡导价值医疗的形势下，医疗机构亟
需一种科学工具辅助决策药品遴选，以保证资源
的合理配置。2005 年，丹麦卫生技术评估中心
（Danish Centre for Health Technology Assessment，
DACEHTA）首次提出微型卫生技术评估（Mini-
health technology assessment，Mini-HTA）概念，是
在传统卫生技术评估基础上发展的基于医院实际需
求的卫生技术评估，应用循证医学和传统卫生技术
评估的原理，运用多学科方法综合考量药品、设
备、诊疗、技术的临床必要性、经济性等因素，以
对相关卫生技术作出全面系统评价的决策工具，其
目的是为医院决策者遴选药品、引入医疗技术设备
等提供参考依据，优化卫生资源配置，提高有限卫
生资源质量和效率，帮助医疗机构创造“最佳性价
比”的医疗服务 [1-2]。
　　碳青霉烯类抗菌药物是一类抗菌谱广、抗菌
活性强的β- 内酰胺类药物，为临床治疗多重耐药
革兰氏阴性杆菌（G－）的首选。近年来，随着该
类药物的广泛使用，甚至是不合理使用或滥用，
耐碳青霉烯类革兰氏阴性杆菌（CRO）逐年增多，
给感染治疗和院感控制带来了极大挑战 [3]。作为
医疗机构，如何从药品引进源头遏制细菌耐药
蔓延是当前亟待解决的课题。本研究运用 Mini-
HTA 对碳青霉烯类中常见品种进行评估，以期为
药品遴选及合理使用提供参考。
1　资料与方法
1.1　资料来源
　　通过查阅药品说明书，检索中国知网、万方
数据等中文数据库及 PubMed、Web of Science 等
外文数据库，药物临床使用相关指南获取药物专
业属性及使用推荐信息，药品价格通过查询江苏
省医疗机构药品交易采购平台挂网价格获得；医
保、基药情况、集采及抗菌药物分级管理通过检
索 2022 年版《国家基本医疗保险、工伤保险和生
育保险药品目录》、2018版《国家基本药物目录》、
国家集采药品目录及 2019 版江苏省抗菌药物分级
管理目录获得；药品市场属性及生产企业相关信
息通过查阅美国药品管理局（FDA）、欧洲药品管
理局（EMEA）、日本药品数据库（PMDA）、国
家药品监督管理局（NMPA）网站所发布的药品信

息和美国《制药经理人杂志》（Pharm Exec）公布
的 2022 年全球制药企业 50 强、中国工信部医药
工业百强榜及中国医药研发产品线最佳工业企业
20 强企业的目录获得。各项评分的分值及权重由
临床药师与医师逐项沟通后确定。
1.2　方法
　　采用药品 Mini-HTA量表，评估亚胺培南 / 西
司他丁（以下简称亚胺培南）、美罗培南及比阿培
南临床安全性、有效性、经济性、创新性，可及
性共 5 个维度，85 个条目进行系统评估，见表 1。
“安全性”“有效性”“经济性”这 3 个维度为药品
遴选的核心属性，是所有医疗机构药品遴选的主
要评价指标，分值为 55 分；余下维度分值 45 分，
其中药品创新性 15 分，在一定程度上反映了药
品在临床使用的疗效和安全性。医保属性、基药
属性、集采属性、抗菌药物级别属性、储存条件、
药品效期、市场属性及企业属性等反应药品的惠
民程度及药品质量的优劣。
2　结果
2.1　安全性
2.1.1　不良反应　根据《不良反应分级及常见不
良事件评价标准（CTCAE）5.0 版》中的分级标准
及 CTC 分级标准进行评价。
　　亚胺培南与美罗培南比较，不良反应发生类
型类似，但发生率有所不同。罗少华等 [4] 进行
亚胺培南与美罗培南治疗重症感染患者中安全性
Meta 分析结果提示，除美罗培南引起皮疹的发生
率高于亚胺培南外，亚胺培南在其他系统不良反
应发生率大多高于美罗培南，特别是在神经系统
方面。与国外 Edwards 等 [5] 系统评价结果类似。
比阿培南的不良反应主要有恶心、呕吐、腹泻等
胃肠道反应；皮疹；谷丙转氨酶（ALT）、谷草
转氨酶（AST）升高，嗜酸性粒细胞增多等实验
室检查异常等。相关 Meta 分析提示 [6]，比阿培
南总体不良反应发生率显著低于美罗培南。与陈
杨等 [7] 对呼吸系统、泌尿系统细菌感染的随机对
照多中心临床研究结果类似，比阿培南比美罗培
南的安全性更好。综上所述，亚胺培南不建议用
于中枢神经系统感染治疗，评价得分为 6 分。比
阿培南相比较美罗培南虽然不良反应发生率有差

biapenem should be kept away from light. The shelf life of imipenem/cilastatin and meropenem was two 
years, and that of biapenem was 18 months. Conclusion  Under the current medical policy, Mini-HTA 
helps decision-makers of the hospital to reasonably select the three carbapenems. 
Key words: Mini-health technology assessment; drug selection; imipenem/cilastatin; meropenem; 
biapenem
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表 1　碳青霉烯类的 Mini-HTA评估细则 
Tab 1　Mini-HTA detailed evaluation of carbapenems 

项目名称 内容 评估细则

安全性（20） 不良反应发生率及严重程度（7）□ 7 轻度（症状轻微，无需治疗）或 CTC 1 ～ 2 级

□ 6 中度（症状明显，需要干预）或 CTC 3 级

□ 5 重度（症状严重，危及生命）或 CTC 4 ～ 5 级，发生率小于 0.01%，十分罕见

□ 4 重度（症状严重，危及生命）或 CTC 4 ～ 5 级，发生率（0.01% ～ 0.1%，含 0.01%）罕见

□ 3 重度（症状严重，危及生命）或 CTC 4 ～ 5 级，发生率（0.1% ～ 1%，含 0.1%）偶见

□ 2 重度（症状严重，危及生命）或 CTC 4 ～ 5 级，发生率（1% ～ 10%，含 1%）常见

□ 1 重度（症状严重，危及生命）或 CTC 4 ～ 5 级，发生率≥ 10% 十分常见

特殊人群用药（6） □ 1 儿童可用

□ 1 老人可用

□ 1 孕妇可用

□ 1 哺乳期妇女可用

□ 1 肝功能异常可用

□ 1 肾功能异常可用

药物相互作用（3） □ 3 轻中度：一般无需调整用药剂量

□ 2 重度：需要调整剂量

□ 1 禁忌：禁止在同一时段使用

其他（可多选）（4） □ 1 不良反应均可逆

□ 1 无致畸致癌

□ 1 无特别用药警示

□ 1 上市时间大于 5 年

有效性（20） 指南推荐级别和强度（20） □ 20 诊疗规范推荐

□ 16 指南Ⅰ级推荐（一级证据 16，二级证据 15，三级证据 14，其他 13）
□ 12 指南推荐（一级证据 12，二级证据 11，三级证据 10，其他 9）
□ 8 专家共识推荐

□ 4 以上均无推荐

经济性（15） 较同通用名药品（5） □ 5 日均治疗费用最低

□ 4 日均治疗费用低于中位数

□ 3 日均治疗费用居中

□ 2 日均治疗费用高于中位数

□ 1 日均治疗费用最高

同药理作用机制的药品（5） □ 5 日均治疗费用最低

□ 4 日均治疗费用低于中位数

□ 3 日均治疗费用居中

□ 2 日均治疗费用高于中位数

□ 1 日均治疗费用最高

较主要适应证可替代药品（5） □ 5 日均治疗费用最低

□ 4 日均治疗费用低于中位数

　 □ 3 日均治疗费用居中

　 □ 2 日均治疗费用高于中位数

□ 1 日均治疗费用最高

创新性（15） 适应证 / 选择性（4） □ 4 临床必需，首选 / 一线用药

□ 2 临床需要，次选 / 二线用药

□ 1 可选 / 替代药品较多 
药理作用 / 药效学（3） □ 3 疗效确切，作用机制明确

□ 2 疗效确切，作用机制尚不十分明确

□ 1 疗效一般，作用机制不明确

体内过程 / 药动学（3） □ 3 体内过程明确 / 药动学参数完整

□ 2 体内过程基本明确 / 药动学参数不完整

□ 1 体内过程尚不明确 / 无药动学相关研究 
一致性评价（5） □ 5 原研药品 / 参比药品 / 优于前两者

□ 3 通过一致性评价仿制药品

□ 1 非原研或未通过一致性评价药品

可及性（30） 医保类型（5） □ 5 国家医保甲类，且没有限制条件

□ 4 国家医保甲类，有限制条件

□ 3 国家医保乙类，且没有限制条件
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项目名称 内容 评估细则

□ 2 国家医保乙类，有限制条件

□ 1 不在国家医保目录

基本药物或集采药物属性（5） □ 5 在国家集采药品目录中

□ 4 在江苏省集采药品目录中

□ 3 不在国家集采药品目录中

□ 2 不在江苏省集采药品目录中

□ 1 不在目录中

抗菌药物级别（3） □ 3 非限制级

□ 2 限制级

□ 1 特殊使用级

储存条件（5） □ 5 常温贮藏

□ 4 常温贮藏，避光或遮光

□ 3 阴凉贮藏

□ 2 阴凉贮藏，避光或遮光

□ 1 冷藏贮藏

药品有效期（4） □ 4 大于等于 3 年

□ 3 大于等于 2 年小于 3 年

□ 2 大于 1 年小于 2 年

□ 1 小于等于 1 年

市场属性（3）
该通用名药品全球使用情况

（1.5）
□ 1.5 美国、欧洲、日本均已上市

□ 1 美国、欧洲、日本上市

□ 0.5 美国、欧洲、日本均未上市

该厂家药品全球使用情况

（1.5）
□ 1.5 美国、欧洲、日本均已上市

□ 1 美国、欧洲、日本上市

□ 0.5 美国、欧洲、日本均未上市

企业信誉度（5） □ 5 生产企业为世界销量前 50 制药企业

□ 4 生产企业为工信部医药工业百强榜及中国医药研发产品线最佳工业企业 20 强

□ 3 生产企业为工信部医药工业百强榜企业

□ 2 生产企业为中国医药研发产品线最佳工业企业 20 强

□ 1 生产企业不是工信部医药工业百强榜及中国医药研发产品线最佳工业企业 20 强

续表 1

异，但不良反应发生程度均为轻度，停药后均消
失或好转，评价两药得分均为 7 分。
2.1.2　特殊人群用药　亚胺培南可用于年龄大于 3
个月的患者，对 3 个月以内的婴儿，尚无足够临床
使用资料；根据 FDA 妊娠期用药危险性分类，亚
胺培南为 C 类，孕妇仅在利大于弊时应用本品；
乳汁中可测出亚胺培南，如确定有必要对哺乳期妇
女使用时，患者需停止哺乳。亚胺培南主要经肾脏
以原形排泄，在尿液中的排出量占血浆清除率的
70%，西司他丁尿排泄为给药剂量的 70% ～ 80%，
肾功能不全时，两者的半衰期延长，老年患者应
慎重选择用药剂量，肾功能损伤患者应行剂量调
整 [8]。美罗培南对年龄 3 个月以下婴幼儿，疗效和
耐受性尚不清楚，不推荐使用；该药妊娠期用药
风险属 B 类，需在有明确指征时应用；哺乳期妇
女应用时应暂停哺乳；美罗培南 70% 经肾脏排泄，
少量经胆汁排泄 [9]，因此对于肾功能受损及老年人
患者需要行剂量调整。比阿培南主要以原形经肾脏
排泄，严重肾功能不全者及老年患者慎用，对孕

妇、妊娠妇女及儿童用药的安全性尚不明确。碳青
霉烯类抗菌药物主要肾脏排泄，肝功能不全患者不
需进行剂量调整。综上所述，亚胺培南和美罗培南
得分均为 6 分，比阿培南得分为 3 分。
2.1.3　药物相互作用　碳青霉烯类药物在临床的
广泛使用，与其他药物发生相互作用（DDI）的
风险大大增加。有研究表明，亚胺培南与丙磺舒、
更昔洛韦、茶碱、氨曲南联合使用，不良反应增
多 [10-11]。美罗培南与丙磺舒、别嘌醇联合使用，
美罗培南半衰期延长、毒性增加。比阿培南是有
机阴离子转运体 OATs 的底物，与甲氨蝶呤合用，
比阿培南暴露量显著减少，清除率增加 [12]，而与
阿昔洛韦联用则刚好相反 [13]。研究表明，碳青霉
烯类与丙戊酸钠或双丙戊酸钠会增加患者癫痫的
风险，不推荐丙戊酸钠或双丙戊酸钠与碳青霉烯
类合用 [14-15]。鉴于相应风险发生的广度与程度，
该项评价碳青霉烯类药物得分均为 1 分。
2.1.4　其他　鉴于评价目标药品不良反应均为可
逆性，无致畸、致癌性报道，且 FDA、EMEA、
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NMPA 均无特别用药警示，上市时间均大于 5 年。
综合评价碳青霉烯类药物此项得分均为 4 分。
2.2　有效性
　　根据指导原则、指南及专家共识，碳青霉烯
类主要用于多重耐药但对本类药物敏感的需氧革
兰氏阴性杆菌所致严重感染、脆弱拟杆菌等厌氧
菌与需氧菌混合感染的重症患者以及病原菌尚未
查明的严重免疫缺陷患者感染的经验治疗。碳青
霉烯类体内分布无明显差异，治疗感染部位无差
别推荐；可用于成人或儿童，但比阿培南不作为
儿童感染的选择；详见表 2。
　　相关系统评价文献表明，比阿培南治疗敏感菌
引起的呼吸系统和泌尿系统感染有效性与美罗培南
和亚胺培南相当，但在中、重度下呼吸道感染中，
比阿培南临床有效率显著高于亚胺培南；美罗培南
治疗重症肺部感染有效率方面相比亚胺培南，具
有更高选择性。在粒缺伴发热肿瘤患者中，美罗培
南与亚胺培南有效性与安全性一致。有研究表明美
罗培南能够缩短老年重症急性胰腺炎（SAP）患者
白细胞正常值恢复时间、湿啰音消失时间、退热时
间、咳嗽消失时间和住院时间，增强临床疗效，安
全性较高。综合表 2 ～ 3 分析结果，亚胺培南得分
为 16 分、美罗培南为 16 分、比阿培南为 12 分。
2.3　经济性
2.3.1　同通用名药品　三种药物同通用名药品经
济型评价结果见表 4，目标药品注射用亚胺培南
西司他丁钠 1（美国默沙东公司）的日治疗费用最
高，注射用美罗培南 1（石药集团欧意药业有限
公司）和注射用比阿培南（正大天晴药业股份有
限公司）的日治疗费用低于中位数。因此，同通
用名药品经济学评估亚胺培南、美罗培南和比阿
培南得分分别为 1 分、4 分、4 分。
2.3.2　同药理作用机制的药品　同药理作用机制
的药品只有注射用厄他培南（307.77 元 /1 g，美
国默沙东公司），目标药物注射用亚胺培南 1 的
日治疗费用最高，注射用美罗培南 1 的日治疗费
用高于中位数，注射用比阿培南的日治疗费用低
于中位数，故亚胺培南、美罗培南和比阿培南得
分分别为 1 分、2 分、4 分。
2.3.3　主要适应证可替代药品　根据国内外指南，
碳青霉烯类药物主要用于治疗产 ESBL 革兰氏阴
性菌患者，相关可替代品种主要为哌拉西林纳他
唑巴坦及头孢哌酮钠舒巴坦钠。查阅江苏省药品
采购平台，注射用哌拉西林钠他唑巴坦钠价格为
83.41 元 /2.5 g（华北制药股份有限公司），头孢哌
酮钠舒巴坦钠价格为 65.74 元 /1.5 g（辉瑞制药有
限公司）。目标药物亚胺培南1的日治疗费用最高，

美罗培南 1 的日治疗费用高于中位数，比阿培南
的日治疗费用低于中位数，故亚胺培南、美罗培
南和比阿培南得分分别为 1 分、2 分、4 分。
2.4　创新性
　　碳青霉烯类药物抗菌机制相似，通过抑制细
胞壁黏肽合成酶，即青霉素结合蛋白（PBPs），
从而阻碍细胞壁黏肽合成发挥抗菌活性，对宿主
毒性小。但不同药物对 PBPs 亚型亲和力不同，
亚胺培南对 PBP2 亲和力强，美罗培南对 PBP2
和 PBP3 结合力强，比阿培南对 PBP2 和 PBP1b
亲和力强 [41]。在分布、代谢、排泄等环节，体内
药动学过程相似，药动学参数完整。亚胺培南为
原研药品，美罗培南和比阿培南已通过一致性评
价仿制药品。综上，创新性得分亚胺培南、美罗
培南和比阿培南分别为 13 分、11 分、11 分。
2.5　可及性
　　目标药物均被纳入 2022 年版《国家基本医疗
保险、工伤保险和生育保险药品目录》，为乙类，
医保限制用药，故医保属性得分均为 3 分。查阅
各批次集采目录可知，目标药物均属于国家集采
药品，故得分均为 5 分。根据抗菌药物分级管理
标准，目标药物均为特殊使用级抗菌药物，故得
分均为 1 分。药品包装属性方面，亚胺培南密闭，
25℃以下保存，有限期 24 个月，故得 8 分；美
罗培南密闭，在凉暗干燥处保存（避光并不超过
20℃），有限期 24 个月，故得 5 分；比阿培南遮
光，密闭保存，有效期 18 个月，故得 6 分。
　　市场属性方面，亚胺培南和美罗培南生产企
业生产的药品在美国、欧洲、日本均已上市，故
得分均为 3 分。比阿培南只在欧洲、日本上市，
未在美国上市，但该药生产企业生产的药品已在
美国、欧洲、日本上市，故得分 2.5 分。
　　查阅 2022 年美国制药经理人杂志发布的全
球制药企业 50 强榜单，生产亚胺培南美国默克
公司与生产美罗培南石药集团均为世界销量前 50
强，中国工信部 2020 年中国医药工业百强榜及
2021 年中国医药研发产品线最佳工业企业榜单，
比阿培南生产企业为工信部医药工业百强榜及中
国医药研发产品线最佳工业企业 20 强，因此，
企业信誉度亚胺培南、美罗培南和比阿培南得分
分别为 5 分、5 分、4 分。
3　结果
　　通过对三种碳青霉烯类抗菌药物进行 HTA，
美罗培南得分最高，为 75 分，亚胺培南为 74 分，
比阿培南为 71.5 分。
4　讨论
4.1　评分结果分析
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表 2　碳青霉烯类药物在国内外诊疗规范 /指南 /专家共识中的推荐情况 
Tab 2　Recommendation of carbapenems in diagnostic and treatment practices/guideline/expert consensus 

年份 名称 推荐药品 推荐情况

2010 IDSA 指南：成人与儿童复杂腹

腔内感染的诊断与治疗 [16]

亚胺培南、美罗培南、

比阿培南

推荐碳青霉烯类（儿童不选比阿培南）抗菌药物作为治疗卫生保健相关性复杂性

腹腔内感染（cIAI）和部分社区获得性 cIAI 产 ESBL 的肠杆菌科细菌的首选

2015 抗菌药物临床应用指导原则

（2015 年版）

碳青霉烯类 多重耐药但对本类药物敏感的需氧革兰氏阴性杆菌所致严重感染；脆弱拟杆菌

等厌氧菌与需氧菌混合感染的重症患者；病原菌尚未查明的严重免疫缺陷患

者感染的经验治疗

2015 尿路感染诊断与治疗中国专家共

识——复杂性尿路感染 [17]

亚胺培南、美罗培南、

比阿培南

亚胺培南、美罗培南及比阿培南可用于尿路感染重症或初始经验性治疗失败的

患者

2016 中国成人社区获得性肺炎诊断和

治疗指南 [18]

碳青霉烯类 推荐碳青霉烯类单药或联合用药用于对有误吸风险的社区获得性肺炎（CAP）
患者经验性用药；也推荐用于有铜绿假单胞菌感染危险因素的 CAP，需住院

或入住 ICU 的患者

2016 美国 2016 年成人医院获得性肺

炎和呼吸机相关性肺炎的处理

临床实践指南 [19]

亚胺培南、美罗培南 推荐亚胺培南、美罗培南单药经验治疗死亡高风险和无增加耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌（MRSA）感染因素的医院获得性和呼吸机相关性肺炎感染；没有死

亡高风险但有增加 MRSA 感染因素经验性选用亚胺培南、美罗培南联合用药

之一；死亡高风险或者 90 d 内曾给予静脉抗菌药物者经验性选用亚胺培南、

美罗培南联合用药之一；如果未覆盖 MRSA，应覆盖甲氧西林敏感金葡菌

（MSSA），可选药物有亚胺培南或美罗培南等

2017 中国女性尿路感染诊疗专家共

识 [20]

亚胺培南、美罗培南、

比阿培南

用于女性复杂性尿路感染初始治疗失败或严重病例经验治疗

2017 2017 年 IDSA 临床实践指南：医

疗相关性脑室炎和脑膜炎 [21]

美罗培南 美罗培南作为医疗相关性脑室炎和脑膜炎的经验性治疗联合用药之一（强、低）

2017 国家抗微生物治疗指南 亚胺培南、美罗培南、

比阿培南

① 碳青霉烯类首选用于抗感染治疗急性常继发于肺炎的社区获得性和医院获得性脓

胸；② 亚胺培南、美罗培南、比阿培南作为免疫缺陷高危患者初始抗感染治疗首选；

③ 亚胺培南、美罗培南作为中性粒细胞减少症伴发热高危患儿首选药物

2018 中国成人医院获得性肺炎与呼吸

机相关性肺炎诊断和治疗指

南 [22]

碳青霉烯类 推荐碳青霉烯类单药或者联合用于医院获得性肺炎（HAP）非危重、多重耐药性

（MDR）菌感染高风险及呼吸机相关性肺炎（VAP）、MDR 感染低风险者抗铜

绿假单胞菌经验性治疗；推荐碳青霉烯类用于 HAP 危重及 VAP、MDR 菌感染

低风险者经验性抗铜绿假单胞菌联合用药之一

2019 中国腹腔感染诊治指南（2019
版）[23]

亚胺培南、美罗培南、

比阿培南

亚胺培南、美罗培南、比阿培南等碳青霉烯类药物作为重度 CA-IAI、HA-IAI 患
者推荐经验性抗感染治疗的单一用药（中等质量证据，强烈推荐）

2019 2019 ATS & IDSA 临床实践指南

成人社区获得性肺炎的诊断和

治疗 [24]

亚胺培南、美罗培南 推荐美罗培南或亚胺培南用于成人社区获得性肺炎覆盖铜绿假单胞菌的经验性

用药（强推荐，证据质量中等）

2019 慢性阻塞性肺疾病急性加重抗感

染治疗中国专家共识 [25]

碳青霉烯类 碳青霉烯类是 AECOPD 超广谱β- 内酰胺酶类肠杆菌科敏感菌最可靠的治疗药

物；亚胺培南、美罗培南常作为产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌治疗的联合用药

之一；亚胺培南、美罗培南常作为多重耐药鲍曼不动杆菌感染、泛耐药铜绿

假单胞菌感染、全耐药铜绿假单胞菌感染治疗的联合用药之一

2020 中国中性粒细胞缺乏伴发热患者

抗菌药物临床应用指南 [26]

碳青霉烯类 推荐碳青霉烯类单药预防初始治疗时感染病情较重（如血流动力学不稳定或感

染性休克）或高度怀疑患者存在 MDR 菌感染的危险

2021 神经外科中枢神经系统感染诊治

中国专家共识 [27]

美罗培南 美罗培南尽早经验性用于治疗怀疑中枢神经系统细菌性的感染

2022  IDSA 指南：抗菌药物耐药性

革兰氏阴性菌感染的治疗

（V1.0）[28]

亚胺培南、美罗培南 亚胺培南、美罗培南是 ESBL-E 所致肾盂肾炎、复杂尿路感染（cUTIs）及尿路外感

染的首选治疗方案；当碳青霉烯酶检测结果不可用或为阴性时，标准输注美罗培

南是对厄他培南耐药（厄他培南 MIC ≥ 2 mg·mL－ 1）但对美罗培南敏感（美罗

培南 MIC ≤ 1 mg·mL－ 1）的 CRE 引起的膀胱炎的首选治疗方案；当碳青霉烯

酶类检测结果不可用或为阴性时，延长输注美罗培南是治疗对厄他培南耐药（厄

他培南 MIC ≥ 2 mg·mL－ 1），但对美罗培南敏感（美罗培南 MIC ≤ 1 mg·mL－ 1）

的 CRE 引起的肾盂肾炎、cUTIs 及尿路外感染的首选治疗方案

2022 成人吸入性肺炎诊断和治疗专家

建议 [29]

亚胺培南、美罗培南 碳青霉烯（亚胺培南、美罗培南）单独或联合用于医院获得性吸入性肺炎，耐药

风险高患者的治疗（Ⅱ B）

　　通过卫生技术评估三种碳青霉烯类抗菌药物
表明，在安全性和有效性属性方面，亚胺培南和
美罗培南更优，一方面，由于比阿培南在儿童及

妊娠哺乳期的安全性未确定，导致在这些特殊人
群用药方面缺乏根据，另一方面，亚胺培南和美
罗培南上市时间较长，临床应用经验较多，有更
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多的循证证据、指南及共识倾向于前两者，而对
比阿培南的证据稍逊。在经济性、创新性和可及
性方面，由于亚胺培南和美罗培南生产企业均
为全球前 50 强制药企业，可在一定程度上反映

药品的质量和疗效，同时也造成两者的药品经济
性劣于比阿培南。尽管亚胺培南和美罗培南价格
偏高，但其生产企业信誉度良好且在全球广泛使
用，因此两者的综合得分较比阿培南高。
4.2　Mini-HTA 的局限性
　　由于我国医院 HTA 起步较晚，评估人员专业构
成单一，也没有设立专门的 HTA 机构，可能导致缺
少必要的跨学科评价及可能存在利益冲突导致的偏
倚，再加上 Mini-HTA 的时间限制，可能对部分问
题阐述不足等。另外，Mini-HTA 的评价指标及评价
结果是动态变化的，随着真实世界研究数据、循证
证据、国家政策及上市后药品的评估等变化而变化，
评估人员需要及时更新评价结果，不断完善。
　　尽管如此，在当前医疗“零加成”政策及倡导
价值医疗的形势下，Mini-HTA 以其评估周期短、
耗费资源少、劳动成本低等优势，能为医院决策层
科学决策提供足够的循证依据，促进合理配置卫
生资源，实现药品、设备及耗材等的质量 - 效率最
大化提供了有价值的决策依据。为此，国家卫生健
康委员会医疗管理服务指导中心分别于 2018 年和
2019 年先后开展了两次医院卫生技术评估试点项
目，需要更完善的技术手段，构建适合我国国情、
医疗卫生、医疗保障体系和医疗服务收费水平等的

表 3　碳青霉烯类药物的 Meta分析及系统评价推荐情况 
Tab 3　Meta-analysis and systematic review of carbapenems

文献类型 纳入研究 对照组 观察组 结果

Meta 分析 10 项 RCT，
   949 例 [30]

亚胺培南 比阿培南 比阿培南在中、重度下呼吸道感染治疗中的临床有效率显著

及细菌清除率亦显著高于亚胺培南

Meta 分析 16 项 RCT，
   3055 例 [31]

亚胺培南 美罗培南 美罗培南比亚胺培南在治疗重症感染中的临床有效率高；在

临床治愈率与细菌清除率，两者相当

Meta 分析 11 项 RCT，
   1873 例 [32]

美罗培南 比阿培南 在治疗细菌性感染中，临床总有效率和细菌清除率，比阿培

南优于美罗培南

Meta 分析 10 项 RCT，
   881 例 [33]

头孢他啶 美罗培南 美罗培南能够缩短老年重症急性胰腺炎患者的白细胞值恢复

正常时间、湿啰音消失时间、退热时间、咳嗽消失时间和

住院时间，增强临床疗效，安全性较高

Meta 分析 9 项 RCT，
   707 例 [34]

亚胺培南 美罗培南 美罗培南在中、重度肺部感染的治疗中细菌清除率、临床治

愈率略优于亚胺培南

Meta 分析 12 项 RCT，
   1260 例 [35]

亚胺培南 美罗培南 在治疗重症肺部感染方面，美罗培南的临床有效率、治愈率、

细菌清除率均比亚胺培南高，美罗培南在治疗重症肺部感

染方面具有更高的选择性

Meta 分析 6 项 RCT，
   409 例 [36]

亚胺培南 美罗培南 在肿瘤患者中性粒细胞缺乏伴发感染的治疗中，美罗培南与

亚胺培南临床治愈率、临床有效率、细菌清除率相当

Meta 分析 19 项 RCT，
   7380 例 [37]

美罗培南 / 韦博巴坦

（MV）

多利培南、厄他培南、亚胺培

南、美罗培南、比阿培南

厄他培南、亚胺培南、美罗培南、比阿培南的治疗成功率与

韦博巴坦相似，是 cUTIs 经验疗法的合理选择

Meta 分析 15 项 RCT，
   6745 例 [38]

替加环素 多利培南、厄他培南、亚胺培

南、美罗培南、比阿培南

治疗复杂腹腔内感染中，临床治疗成功率由高到低依次为多

利培南、美罗培南、亚胺培南、比阿培南、替加环素和亚

胺培南 / 西司他丁 / 瑞来巴坦

RCT 288 例 [39] 美罗培南 比阿培南 比阿培南与美罗培南治疗呼吸系统感染和泌尿系统感染，两

组间临床治愈率、细菌学疗效差异无统计学意义

Meta 分析  9 项 RCT，
   1307 例 [40]

美罗培南、亚胺培南 比阿培南 比阿培南治疗敏感菌所引起的呼吸系统和泌尿系统细菌性感

染的总有效率、细菌清除率，与美罗培南和亚胺培南相当

表 4　碳青霉烯类药物同通用名药品经济性评价结果 
Tab 4　Economic evaluation of carbapenems with same gerneral name

药品名称 规格 /g
零售

价 / 元
日治疗费用 / 元

注射用亚胺培南西司他丁钠 1 1.0 131.60 526.40 ～ 1052.80
注射用亚胺培南西司他丁钠 2 1.0   76.49 305.96 ～ 611.92
注射用亚胺培南西司他丁钠 3 1.0   71.90 287.60 ～ 575.20
注射用亚胺培南西司他丁钠 4 1.0   70.80 283.20 ～ 566.40
注射用亚胺培南西司他丁钠 5 1.0   96.09 384.36 ～ 768.72
注射用亚胺培南西司他丁钠 6 1.0   70.79 283.16 ～ 566.32
注射用美罗培南 1 0.5   80.55 241.65 ～ 966.60
注射用美罗培南 2 0.5   45.00 135.00 ～ 540.00
注射用美罗培南 3 0.5   88.09 264.27 ～ 1057.08
注射用美罗培南 4 0.5 153.00 459.00 ～ 1836.00
注射用美罗培南 5 0.5   95.80 287.40 ～ 1149.60
注射用美罗培南 6 0.5   86.30 258.90 ～ 1035.60
注射用美罗培南 7 0.5   73.76 221.28 ～ 885.12
注射用美罗培南 8 0.5 155.90 467.70 ～ 1870.80
注射用比阿培南 1 0.3 104.83 209.66 ～ 419.32
注射用比阿培南 2 0.3 216.00 432.00 ～ 864.00
注射用比阿培南 3 0.3   85.00 170.00 ～ 340.00
注射用比阿培南 4 0.3 108.80 217.60 ～ 435.20
注射用比阿培南 5 0.3 107.50 215.00 ～ 430.00
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Mini-HTA 指标体系及评估方法有着重要的意义。
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口服华法林患者合并疼痛的药学监护路径

秦琼1，薛领1，谢诚1，丁英龙2，缪丽燕1*（1. 苏州大学附属第一医院 药学部，江苏　苏州　215006；2. 苏州大学

附属第一医院 心脏大血管外科，江苏　苏州　215006）

摘要：临床药师从药物间相互作用、华法林基因型、用药依从性等方面进行分析，实施药学监

护，与临床达成口服华法林患者合并镇痛药物的用药监护共识。临床药师应深入了解华法林与

镇痛药物间的相互作用，结合患者具体情况，开展个体化的药学监护。

关键词：华法林；镇痛药物；药物相互作用；药学监护

中图分类号：R969　　　　文献标识码：A　　　　文章编号：1672-2981(2023)07-1962-04
doi:10.7539/j.issn.1672-2981.2023.07.044

　　疼痛是心脏外科手术术后最常见的并发症之
一，它会导致血压升高、尿潴留、肺部感染等各
种危险情况的发生 [1]。心脏外科术后疼痛点一般
比较规律，多数患者疼痛点在胸腔切口处，也有
部分患者在胸膜、双侧肩背部等。患者术后体内
需留置一些管道，如气管插管，拔出后，随着时
间推移，表现为持续性疼痛 [2]。专家共识推荐患
者采用多模式镇痛方案，以达到最佳的镇痛效果
和最小的不良反应，即非选择性非甾体抗炎药
（non-steroid anti-inflammatory drugs，NSAIDs）
为术后镇痛基础用药，尽量减少阿片类药物的使
用，以减少阿片类药物引起的不良反应如肠麻痹

等 [3]。华法林是心脏瓣膜术后抗凝治疗的首选药
物，由于华法林经过肝脏代谢，且与蛋白高度结
合，特别容易发生药物相互作用。此外，华法林
治疗窗口狭窄存在引发出血或血栓的风险。因此，
华法林与镇痛药物的相互作用很重要，但是尚未
得到临床充分重视。
　　我们对华法林与镇痛药物相互作用的文献进
行了系统回顾，重点关注通过细胞色素 P450 系
统和蛋白结合介导的相互作用。研究发现 [4]，华
法林联合 NSAIDs，在联合用药后第 1、2 和 3 周
时国际标准化比值（INR）较联合用药前分别平
均增加 13%、6% 和 5%。我院心外科术后患者

基金项目：国家自然科学基金项目（No.81803628）；苏州市科技计划民生科技项目（No.SYSD2020179）；江苏省药学会科研项目资助

项目（No.H202023）；江苏省研究型医院学会精益化用药科研基金（No.JY202025）；教育部重点实验室开放课题（No.KFJJ-2021-16）。
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在常规予华法林抗凝治疗后合并使用双氯芬酸钠
而导致药物相互作用，引起临床药师和医护的关
注，引发了关于口服华法林患者合并疼痛能否使
用镇痛药物的分析与讨论，并在深入学习、循证
导向、充分交流的基础上达成华法林合并镇痛药
物应用的科内共识，现汇总分析如下，以供其他
医疗机构参考借鉴。
1　药学监护实例
1.1　华法林合并双氯芬酸钠缓释胶囊的用药监护
　　患者，男，63 岁，因发现凝血酶原时间延长
1 d，于 2021 年 5 月 7 日入院。患者于 2 个月前
在我院诊断为主动脉夹层，2021 年 3 月 22 日在
全麻下行主动脉瓣人工血管升主动脉替换术。3
月 28 日，予华法林 2.5 mg 和 3.125 mg 交替，po 
qd 抗凝治疗。华法林基因型为 AA/AA。2021 年
4 月 16 日，出凝血常规查 INR 2.37，已达标，予
出院。患者既往因心房扑动，行房扑射频消融
术，术后患者心率转为窦性心率。有吸烟史，40
支·d － 1，40 年，已戒烟 2 年；有饮酒史，白酒
300 mL·d － 1。家族史无特殊。
　　体格检查：体温 36.5℃，心率 50 次·min－ 1，
呼吸 18 次·min－ 1，血压 96/44 mmHg（1 mmHg ＝ 

0.133 kPa），胸部正中可见长约 30 cm 手术瘢痕，
余未见异常。实验室检查：血凝常规示 INR 6.88，
血常规示血红蛋白 74 g·L－ 1（参考值：130 ～ 175 
g·L － 1），红细胞计数 2.59×1012·L － 1 [ 参考值：
（4.3 ～ 5.8）×1012·L－ 1]，无出血症状。回顾患者
用药史，2021 年 4 月 21 日，患者自行购买双氯芬
酸钠缓释胶囊 50 mg po qd 治疗疼痛。治疗期间华
法林剂量同前，饮食习惯、其他用药无变化。入
院后停用华法林和双氯芬酸钠，予维生素 K1 注射
液 10 mg 和红细胞 2 个单位静脉滴注治疗后，复查
INR 1.96。入院后第 3 日，查 INR 1.29，重启华法
林2.5 mg 与1.875 mg 交替 po qd 抗凝治疗。出院后，
复查 INR 2.36，在目标范围内，期间无出血症状。
　　研究显示 [5-6]，口服华法林患者应避免使
用 NSAIDs。选择性 COX-2 抑制剂分为倾向性 
COX-2 抑制剂（美洛昔康、尼美舒利和双氯芬酸
等）和特异性 COX-2 抑制剂（塞来昔布、罗非昔
布、伐地考昔、依托考昔等）。选择性 COX-2 抑
制剂的主要不良反应为消化道溃疡、穿孔或出
血、凝血功能障碍，以及血栓形成等，其机制与
同时抑制 COX-1 和 COX-2，减弱其对消化道黏
膜的保护作用、抑制 CYP2C9 酶活性而降低华法
林代谢率以及影响血栓素 A2 和前列腺素 I2 的平
衡等有关 [7-8]。双氯芬酸钠在体内主要通过抑制 

CYP2C9 酶活性，影响华法林的药动学，降低华
法林代谢，使华法林的抗凝作用更加显著，增加
出血风险。提示临床药师应该重点关注华法林与
NSAIDs 的相互作用。
1.2　华法林合并双氯芬酸二乙胺乳胶剂的用药监护
　　患者，男，65 岁，患者因二尖瓣脱垂伴关闭
不全，于 2021 年 4 月 7 日行二尖瓣生物瓣膜置
换术＋三尖瓣成形术。2021 年 4 月 9 日（D1），
术后常规予华法林 3.125 mg 和 3.75 mg 交替，po 
qd 抗凝治疗。4 月 29 日（D20），查 INR 2.32。5
月 7 日（D28），患者因右上肢疼痛，自行购买双
氯芬酸二乙胺乳胶剂，1 g tid，涂抹治疗。治疗
期间华法林剂量同前，饮食习惯、其他用药无变
化。5 月 9 日（D30），复查 INR 4.11，无出血症
状，停用华法林和双氯芬酸二乙胺乳胶剂。5 月
10 日（D31），复查两次 INR 分别为 3.22 和 3.02，
5 月 11 日（D32），重启华法林 2.5 mg po qd 抗凝
治疗。2021 年 6 月 14 日（D67）复查 INR 1.88，
在目标范围内，期间无出血症状。患者 INR 时间
变化曲线见图 1。

图 1　患者 INR 时间变化曲线

　　双氯芬酸二乙胺乳胶剂对急慢性炎症反应和
组织损伤导致的疼痛有良好的消炎镇痛作用。双
氯芬酸二乙胺乳胶剂，采用异丙醇和丙二醇组合
作为透皮吸收促进剂，主要作用的部位为皮肤浅
表层，而浅表层含有较多的外周神经和中枢神经
感受器，通过其良好的透皮性，能迅速缓解患者
疼痛，避免口服 NSAIDs 对胃肠道的影响 [9]。国
内学者报道过华法林与外用抗真菌药物合用引起
皮下出血 1 例，主要考虑华法林与环吡酮胺乳膏
的相互作用，未见华法林与双氯芬酸二乙胺乳胶
剂相互作用的报道 [10]。提示临床药师应关注双氯
芬酸二乙胺乳胶剂与华法林相互作用。
2　讨论
2.1　关于心外科术后患者镇痛药物合理应用的思考
　　研究显示，58% 的开胸手术患者出院后 1 个
月仍有中至重度疼痛 [4]。心外科术后镇痛药物有吗
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2.2　关于心外科术后患者华法林用药的思考
　　华法林的有效性和安全性同其抗凝效应密切
相关，而剂量 - 效应关系在不同个体有很大差异，
因此，必须密切监测 INR，防止过量或剂量不足。
影响华法林抗凝作用的因素很多 [16-17]，① 疾病因
素：化疗、发热、甲状腺功能亢进和长期腹泻或
呕吐以及肝肾功能异常时影响华法林的抗凝作用；
② 遗传因素：华法林与 CYP 2C9 的底物或抑制剂，
与 CYP 3A4 的部分底物或抑制剂合用时可能会出
现代谢上的相互作用，使华法林的体内代谢减慢，
可导致 INR 的增高；③ 合并用药：对华法林抗凝
作用的影响包括药动学和药效学相互作用，也可
通过影响体内维生素 K 水平来干扰凝血功能。
　　华法林的理想治疗效果主要取决于是否将
INR 值维持在治疗窗内，这需要在使用华法林过
程中关注这些影响因素，做到及时监测和干预。
临床应对患者口服华法林 INR 异常升高的原因
进行分析，监护华法林抗凝治疗的有效性和安全
性，提高患者抗凝治疗依从性和认知度，为进一
步实施华法林个体化药学服务提供参考。

2.3　达成心外科手术后华法林合并镇痛药物监护
共识
　　通过外科围术期疼痛管理相关指南和文献的
复习 [3，18]，经临床药师与心外科医护共同商讨，
初步达成科内共识：① 根据疼痛性质选择镇痛药
物，推荐与华法林无相互作用的阿片类药物（吗
啡、芬太尼、舒芬太尼、羟考酮、地佐辛）和其
他镇痛药物（氯胺酮、加巴喷丁和普瑞巴林）作
为首选药物，具体监护路径，见图 2。② NSAIDs
与华法林有不同程度的相互作用，不宜作为首选
药物。③ 对于接受华法林治疗的患者，在开始
或停止使用镇痛药物时，或对接受稳定剂量的镇
痛药物的患者开始合并华法林时，应密切监测
INR。当 INR ＞ 3.0 时，可考虑停用 / 减少华法林
剂量并增加 INR 监测频次。④ 研究提示患者用
华法林治疗使 INR 稳定后加用曲马多治疗，严重
不良反应平均发生时间为 4 d，故建议合用期间，
INR 监测频次为每周二次。⑤ 对于出院后口服华
法林患者应加强出院用药教育，只有在医师或者
药师的监护下增加或减少一种药物才是安全的。

表 1　心外科常用镇痛药物与华法林的相互作用

分类 药物名称 影响程度 相关性
作用机制

临床建议 作者
抑制华法林代谢 抑制血小板聚集

非甾体抗炎药 塞来昔布、帕瑞昔布 增强 很可能 ＋ － 避免合用 张玉杰 [5]

氟比洛芬酯 增强 高度可能 － ＋ 谨慎合用 Vonbach [6]

酮咯酸 增强 高度可能 － ＋ 避免合用 Vonbach [6]

对乙酰氨基酚 增强 很可能 ＋ － 谨慎合用 Mahé [7]

布洛芬 增强 很可能 ＋ ＋ 谨慎合用 Kalhor [8]

双氯芬酸 增强 可能 ＋ ＋ 谨慎合用 黎赛 [9]、Miura [10]

吲哚美辛 增强 可能 － ＋ 避免合用 Vonbach [6]

阿司匹林 增强 很可能 ＋ － 谨慎合用 Dentali [14]

阿片受体激动剂 吗啡 － － － － 可以合用 无相关报道

芬太尼 － － － － 可以合用 无相关报道

舒芬太尼 － － － － 可以合用 无相关报道

羟考酮 － － － － 可以合用 无相关报道

阿片受体部分激动剂 丁丙诺啡 － － － － 可以合用 无相关报道

布托诺菲 － － － － 可以合用 无相关报道

纳布啡 － － － － 可以合用 无相关报道

地佐辛 － － － － 可以合用 无相关报道

非阿片类中枢性镇痛药 曲马多 增强 很可能 ＋ － 谨慎合用 Veltri[15]

NMDA 受体拮抗剂 氯胺酮 － － － － 可以合用 无相关报道

钙通道调节剂 加巴喷丁、普瑞巴林 － － － － 可以合用 无相关报道

啡、曲马多、塞来昔布、吲哚美辛、对乙酰氨基酚、
氟比洛芬酯、双氯芬酸钠等，如缓释片、缓释胶
囊和乳胶剂，这些药物均与华法林有不同程度的
相互作用 [5]。其中，NSAIDs 与华法林相互作用机
制主要表现为以下两个方面 [11-13]：一方面由于两
药都是经细胞色素 P450 2C9（CYP2C9）代谢，部
分 NSAIDs 可能竞争代谢酶，导致华法林代谢受
阻，游离华法林增多；另一方面由于部分 NSAIDs

也有抗血小板聚集作用，能增强华法林的抗凝作
用，合用时可导致 INR 升高，显著增加出血风险。
因此，服用华法林的患者应避免与 NSAIDs 同时
服用 [6]。此案例因缺乏用药监护导致 INR 异常升
高，引发临床药师和医护关于心外科术后患者口
服华法林能否使用 NSAIDs 的思考和讨论。心外
科常用镇痛药物与华法林相互作用情况见表 1。
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图 2　口服华法林患者合并疼痛的药学监护路径

3　小结

　　心外科患者的疼痛管理是一项复杂的工作，
涵盖了患者术前、术中和术后多个阶段，尤其是
口服华法林患者合并疼痛治疗，医药护团队可承
担全程用药监护工作，并规范用药监护路径。考
虑到这些相互作用的临床意义，接受镇痛药物治
疗的患者需要抗凝时，可能需要选择与华法林相
互作用少的镇痛药物。此外，应该密切监测有无
出血症状，同时确保 INR 保持在治疗范围内，达
到有效的抗凝强度。
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基于 FAERS对 3 种 JAK抑制剂相关主要心血管不良事件 
及恶性肿瘤不良事件的真实世界研究

舒家华1，2，李国兴1，2，向秋林1，2，陈松1，2，余娴1*（1. 重庆医科大学附属第二医院Ⅰ期临床试验中心，重庆

　400010；2. 重庆医科大学药学院，重庆　400016）

摘要：目的　挖掘和评价 Janus 激酶（JAK）抑制剂的主要心血管不良事件（MACE）、恶性肿

瘤有关的具体药物不良事件（ADE）信号，为临床合理用药提供参考。方法　提取美国食品药

品管理局不良事件报告系统数据库中 3 种 JAK 抑制剂（托法替尼、巴瑞替尼、乌帕替尼）从

上市以来至 2022 年第一季度的 MACE 和恶性肿瘤有关的 ADE 数据，使用医学活动监管词典

（Med DRA）的标准 Med DRA 查询确定首选术语（PT），并采用英国药品和保健品管理局的

综合标准法及报告比值比法对心血管、恶性肿瘤 ADE 进行信号挖掘。结果　共检测出与托法

替尼、巴瑞替尼和乌帕替尼目标 ADE 有关的阳性信号 148 例、128 例和 200 例。女性发病人

数均多于男性，多发于 18 ～ 65 岁年龄段，结局主要以住院或住院时间延长为主。3 种 JAK 抑

制剂共检测出 51 种 PT 信号，托法替尼、巴瑞替尼和乌帕替尼的目标 PT 分别检出 18 种、20
种和 20 种。信号分析显示，在 MACE 方面，托法替尼可能与增加患者发生肥厚性心脏病的风

险存在关联；巴瑞替尼的剂量与目标患者的 MACE 发生率成正相关；乌帕替尼暂不能确定与

MACE 存在关联。在恶性肿瘤方面，暂不能确定所报告的与恶性肿瘤有关的 ADE 与 3 种 JAK
抑制剂存在关联。结论　基于 3 种 JAK 抑制剂在真实世界不良事件的研究，提示临床医务人

员在使用时应注意观察该类药物可能的与 MACE 和恶性肿瘤相关的药物不良反应。

关键词：JAK 抑制剂；主要心血管不良事件；恶性肿瘤不良事件；信号挖掘
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Real-world study of major cardiovascular adverse events and malignancy 
adverse events associated with 3 JAK inhibitors based on FAERS
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Abstract: Objective  To mine and evaluate Janus kinase (JAK) inhibitors with major adverse 
cardiovascular events (MACE) and malignancy-related adverse drug events (ADE) signals to provide 
a reference for rational clinical use. Methods  The MACE and malignancy-related ADE data of the 
3 JAK inhibitors (tofacitinib, baricitinib, and upadacitinib) from the U. S. Food Drug Administration 
adverse event reporting system database since their launch until the first quarter of 2022 were 
collected with the Medical Dictionary for Regulatory Activities (Med DRA) 's standardized Med DRA 
query (SMQ) to identify preferred terms (PT). The UK Medicines and Healthcare Products Regulatory 
Agency's combined standard method and reporting ratio method were used for cardiovascular and 
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　　类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是
一种以持续性的关节损伤为特征的慢性全身性免
疫系统疾病，主要临床表现为侵蚀性关节炎，并
常常累及关节以外的器官或系统 [1]。近年来，随
着抗细胞因子单克隆抗体、针对细胞靶点的单克
隆抗体和小分子抑制剂的不断问世和应用，诸
如 RA 等由免疫介导的炎症性疾病（immune-me-
diated inflammatory diseases，IMID）的药物治疗
发展迅速，其中 Janus 激酶（Janus kinase，JAK）
抑制剂就是小分子抑制剂中治疗 IMID 的典型代
表。JAK 抑制剂是一种口服的靶向合成的改善病
情抗风湿病药物（disease modifying antirheumatic 
drugs，DMARDs），它具有与生物制剂 DMARDs
相当的疗效和相似的安全性。越来越多的研究表
明，Janus 激酶 - 信号转导及转录激活因子（Janus 
kinase-signal transducer and activators of transcrip-
tion，JAK-STAT）通路中的配体通过与其相应受
体结合，激活胞质内的 JAK 激酶，活化的 JAK
激酶进一步收集胞浆内相应的信号传导，同时使
特定的 STAT 蛋白磷酸化，磷酸化的 STAT 蛋白
间形成二聚体并与细胞核内的目的基因结合，参
与细胞的增殖、分化、凋亡以及免疫调节等重要
生理过程 [2-4]。JAK-STAT 通路中功能蛋白的失调
与自身免疫性疾病和肿瘤的发生有关，而 JAK 抑
制剂可以通过 JAK 激酶磷酸化，阻断 JAK-STAT
通路从而发挥抗炎及免疫调节的作用。
　　目前，国内外已有多种用于治疗 RA 的 JAK
抑制剂上市，包括托法替尼、巴瑞替尼、乌帕替
尼等。其中托法替尼的仿制药托法替布和巴瑞替

尼分别于 2017 年 3 月和 2019 年 6 月在我国获批
上市，可用于治疗甲氨蝶呤疗效不足或对其无法
耐受的中度至重度活动性 RA 成年患者；乌帕替
尼也于 2022 年 2 月在我国正式获批，可用于治
疗一种或多种肿瘤坏死因子抑制剂应答不佳或不
耐受的中重度活动性 RA 成年患者。对于其他的
IMID，如特应性皮炎、溃疡性结肠炎、银屑病、
系统性红斑狼疮、克罗恩病等，上述 JAK 抑制剂
亦有良好的疗效。然而，Ytterberg 等 [5] 进行的大
型随机对照试验表明，在中位数为 4.0 年的 RA
患者随访期间，与肿瘤坏死因子抑制剂相比，合
并使用 5 mg 或 10 mg 托法替尼剂量的主要不良
心血管事件（major adverse cardiovascular events，
MACE）和癌症的发生率显著增加，比值比分别
为 1.33（0.91 ～ 1.94）和 1.48（1.04 ～ 2.09）。因此
FDA 在 2021 年 12 月发布黑框警告，提醒托法替
尼可导致严重心脏相关问题和癌症风险增加，紧
接着加拿大卫生部也发出了类似声明 [6-7]。此外，
FDA 还对同类 JAK 抑制剂巴瑞替尼和乌帕替尼
也提出了类似警告 [8]，但国内外说明书中均未对
使用该药后引起的具体 MACE 与瘤种作进一步解
释与说明，这无疑会对临床医务工作者拟定具体
治疗方案、施行药物不良反应监护带来困难。基
于以上背景，本研究采用美国食品药品监督管理
局不良事件报告系统（Food Drug Administration 
Adverse Event Reporting System，FAERS）数据库，
收集 3 种治疗 RA 的 JAK 抑制剂的 MACE 及恶性
肿瘤有关的 ADE 数据进行信号挖掘，深入探究 3
种 JAK 抑制剂的具体 MACE 和恶性肿瘤相关瘤

malignancy ADEs for signal detection. Results  Totally 148 cases, 128 cases and 200 cases of positive 
signals related to target ADE of tofacitinib, baricitinib and upadacitinib were detected. Women 
had higher incidences than men, mostly in the 18 ～ 65 year old, and the outcomes were mainly 
hospitalization or prolonged hospitalization. Totally 51 PT were detected for the 3 JAK inhibitors; 
18, 20 and 20 target PT were detected for tofacitinib, baricitinib and upadacitinib, respectively. 
Signal analysis showed that in terms of MACE, tofacitinib might be associated with an increased risk 
of hypertrophic heart disease in patients; the dose of baricitinib was positively correlated with the 
incidence of MACE in target patients; and no association with MACE was established at this time for 
upadacitinib. For malignancy, the association between the reported ADEs associated with malignancy 
and the 3 JAK inhibitors was not determined at this time. Conclusion  Based on study of real-world 
adverse events with the 3 JAK inhibitors, clinical staff should be aware of the possible MACE-and 
malignancy-related adverse drug reactions associated with these drugs. 
Key words: JAK inhibitor; major adverse cardiovascular events; malignantcy; adverse drug event; 
signal mining
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种，评价目标药物在真实世界中的安全性特征，
以期为国内临床合理使用 JAK 抑制剂提供参考。
1　资料与方法

1.1　数据来源

　　FAERS 是一个自发呈报数据库（spontaneous 
reporting systems，SRS），该数据库收集 ADE 报
告的信息量大，是支持 FDA 用于监测在美国批准
上市的药物和生物制品的 ADE 数据库。FAERS
的数据源是公开的，收集的数据包括患者人口
学信息、药物信息、合并用药以及患者转归等信
息 [9]。在 FAERS 数据库的 ADE 报告中，上报人
员提交的每份报告都有一个主要怀疑（primary 
suspect drug，PS）药物，一份报告可能会有 1 个
或多个 ADE。本研究使用 FAERS 结构化信息工
具 Open Vigil 2.1 进行数据提取，该工具可以通过
应用程序接口直接从 FAERS 中提取经结构化整理
的 ADE 报告信息，方法高效准确 [10-11]。
1.2　数据处理

　　本研究通过 Drugs@FDA 限定了药物名称为
“tofacitinib”“baricitinib”和“upadacitinib”[12]，收
集了 3 种用于治疗 RA 的 JAK 抑制剂托法替尼、
巴瑞替尼和乌帕替尼自上市以来至 2022 年第一季
度的原始 ADE 信息，并将提取的文件以 CSV 的
形式导入至 Microsoft Excel 2021 以供进一步计算
分析。为避免其他合用药物引起的不良反应错误
地归咎到目标药物上，仅纳入将目标药物选定为
“PS”的报告，将目标药物选定为“次要怀疑药物
（secondary suspect drug）”“伴 随（concomitant）”
及“相互作用（interacting）”的排除在外。另外，
FAERS 是根据《监管活动医学词典》（Medical 
Dictionary for Regulatory Activities，Med DRA）中
的“首选术语”（preferred terms，PT）定义 ADE
名称，本研究中使用的是 Med DRA 24.0 版本中标
准化 Med DRA 查询（standardized Med DRA que-
ries，SMQ），SMQ 是经业内广泛认同的、与特定
疾病相关的 PT 数据集，有狭义术语及广义术语
之分 [13]。为增强目标数据的特异性，本研究仅纳
入与 MACE 和恶性肿瘤相关的 SMQ 狭义术语集。
经手动筛选后，本研究共纳入了 5 个与 MACE 高
度相关的 SMQ 术语集“ischaemic heart disease（缺
血性心脏病）”“torsade de pointes/QT prolongation
（尖端扭转型实性心动过速 /QT 延长）”“cardiac 
failure（心力衰竭）”“cardiac arrhythmias（心律失
常类疾病）”“cardiomyopathy（心肌病）”和 2 个与
恶性肿瘤高度相关的 SMQ 术语集“malignancies

（恶性肿瘤）”和“malignant lymphomas（恶性淋巴
瘤）”以用于后续分析。
1.3　计算方法

　　本研究采用了英国药品和保健品管理局
（medicines and healthcare products regulatory agency，
MHRA）的综合标准法（以下简称 MHRA 法）和
报告比值比（reporting odds ratio，ROR）法两种算
法分别计算了 ROR 值及95% 置信区间（confidence 
interval，CI）、比例报告比（proportional reporting 
ratio，PRR）值及卡方（χ2）值，其原理是基于
2×2 比例失衡列联表 [14-15]，本研究参考文献制订
了以下标准：① ROR 值＞2；② ROR 的95%CI＞1；
③ PRR 值＞ 2；④ χ2 值＞ 4；⑤ 同一 ADE 报告例
数≥ 3。当报告同时满足两种算法的阈值时，则提
示生成了一个阳性信号，即提示目标药物和目标
ADE 之间存在统计学关联，且信号值越高，其关
联性就越强。
2　结果

2.1　ADE 报告的基本情况

　　根据上述方法，从 FAERS 数据库中共提取
出 ADE 报告 9 849 888 份，经过清洗与整理后，
PS 为托法替尼、巴瑞替尼和乌帕替尼的报告数分
别为 116 071、3458 和 6558 份。经筛选后，3 种
JAK 抑制剂的目标 ADE 报告共有 476 例，其中
托法替尼、巴瑞替尼和乌帕替尼的报告数分别为
148、128 和 200 份。筛选流程见图 1。从人口学
分布来看，3 种 JAK 制剂的女性 ADE 报告均显
著多于男性，年龄多集中于 18 ～ 65 岁区间段，
结局主要以入院或住院时间延长为主。具体人口
学特征情况见表 1。

图 1　数据提取与挖掘流程图

Fig 1　Flow chart of data extraction and mining

2.2　基于目标 SMQ 狭义术语集的信号检测结果

　　Med DRA 目标 SMQ 狭义术语集结果显示，
对于目标 SMQ 术语集层面，3 种 JAK 抑制剂均检
测出了与 MACE 和恶性肿瘤相关的术语集信号，



1969

中南药学 2023 年 7 月 第 21 卷 第 7 期　Central South Pharmacy. July   2023, Vol. 21 No. 7

其中托法替尼共检测出“恶性肿瘤”和“心肌病”2
种，巴瑞替尼有“恶性淋巴瘤”“恶性肿瘤”“缺
血性心脏病”和“心律失常类疾病”4 种，乌帕替
尼检查出“恶性淋巴瘤”“恶性肿瘤”和“缺血性
心脏病”3 种。具体到数量，3 种药物的“恶性肿
瘤”SMQ 术语集中的可疑信号数量远大于其他
SMQ 术语集。具体见表 2 ～ 4。
2.3　基于 PT 术语的信号检测结果

　　在 FAERS 数据库中，3 种 JAK 抑制剂共检测
出 51 种 PT 信号，分别检出托法替尼、巴瑞替尼
和乌帕替尼的 PT 信号 18 种、20 种和 20 种。具体
到各个药物，托法替尼与 MACE 相关 SMQ 术语集
仅纳入了“肥厚性心肌病”1 个信号；另外“胆囊息
肉”与“恶性息肉”的信号值相较于其他 PT 术语较

高；巴瑞替尼检测出“恶性淋巴瘤”“恶性肿瘤”“缺
血性心脏病”和“心律失常类疾病”4 种 SMQ 术语
集，其中托法替尼和巴瑞替尼同时检出了“肺腺
癌”和“淋巴增生疾病”2 个信号，巴瑞替尼和乌帕
替尼同时检出了“皮肤鳞状细胞癌”“淋巴瘤”“基
底细胞癌”和“鳞状细胞癌”4 个信号。值得注意的
是，巴瑞替尼 PT“乳腺小管癌”的信号值远高于其
他 PT，且“恶性淋巴瘤”的 2 个信号均与“恶性肿
瘤”重复；同样的，乌帕替尼“恶性淋巴瘤”信号
也与“恶性肿瘤”重复。具体见表 2 ～ 4。
3　讨论

　　对于 JAK 抑制剂是否增加 MACE 的风险这
一问题，虽然此前有研究报道托法替尼的Ⅱ/Ⅲ期
的试验表明与 MACE 之间无联系 [16-18]，但也有研
究表明，在有心血管危险因素的 RA 患者中，使
用托法替尼与增加心血管结局风险存在关联。值
得注意的是，最近有研究认为这可能是由于全身
性炎症在加速动脉粥样硬化时引起了内皮功能紊
乱 [19-20]。在本研究中，托法替尼检测出了 16 例
“肥厚性心肌病”信号，这从真实世界的角度提
示托法替尼可能与增加患者发生肥厚性心肌病的
风险存在关联。最近，欧洲药品管理局药物警戒
风险评估委员会建议，对于 65 岁以上的患者、目
前或过去吸烟的患者、有其他心血管风险因素的
患者以及有其他恶性肿瘤风险因素的患者，只有
在没有合适的替代治疗方法的情况下，才考虑使
用托法替尼 [21]。基于以上结果，我们建议在使用
托法替尼时应仔细评估患者的心血管风险，降低
患者发生 MACE 的风险。对于巴瑞替尼，本研究
检测出了“急性心肌梗死”“缓慢性心律失常”和
“无脉性电活动”信号，这些均是与 MACE 高度
相关的阳性信号。在一项长期暴露试验中，有 9
名接受了巴瑞替尼治疗的患者发生了 MACE，其
中有 2 名服用 2 mg 的巴瑞替尼，7 名服用 4 mg
的巴瑞替尼，且这一结果后来被一项荟萃分析所
证实，表明巴瑞替尼的剂量与 RA 患者的 MACE
发生率成正相关 [22-23]。因此在应用巴瑞替尼时，
建议医务人员应仔细评估患者的心血管风险情
况，必要时应考虑减少使用剂量。而对于乌帕替
尼，一项关于乌帕替尼的头对头试验中发现，采
用乌帕替尼治疗与安慰剂或其他 DMARDs 相比，
发生 MACE 的风险是相当的。在本研究中仅发现
有“冠脉支架植入”1 个信号，与该试验的结果基
本符合。事实上，大多数 RA 患者至少有 2 个心
血管危险因素，包括高血压、糖尿病和吸烟 [24]。

表 1　3 种 JAK抑制剂相关 ADE报告的人口学信息 
Tab 1　Demographic information of ADE reports related to  

3 JAK inhibitors

信息
报告例数 [n（%）]

托法替尼 巴瑞替尼 乌帕替尼

总数 148（100.0） 128（100.0） 200（100.0）

年份

2022 20（13.6） 18（14.1） 24（12.0）

2021 52（35.1） 40（31.3） 82（41.0）

2020 33（22.3） 33（25.8） 61（30.5）

2019 22（14.9） 24（18.8） 30（15.0）

2018 9（6.1） 13（10.2） 3（1.5）

2017 7（4.8） － －

2016 4（2.8） － －

2015 1（0.0） － －

性别

男性 28（19.2） 38（29.8） 40（20.0）

女性 114（76.9） 81（63.5） 148（74.0）

未知 6（3.9） 9（6.7） 12（6.1）

年龄 / 岁

0 ～ 17 4（0.3） 1（0.1） 2（1.0）

18 ～ 65 75（50.7） 55（42.8） 64（32.0）

66 ～ 79 38（25.7） 32（25.1） 29（14.5）

80 ～ 99 7（4.7） 7（5.6） 5（2.7）

未知 24（16.2） 33（26.0） 100（50.3）

结局

死亡 3（2.3） 13（10.2） 12（6.0）

危及生命 1（0.7） 7（5.5） 1（0.1）

先天异常 / 出生缺陷 0（0.0） 0（0.0） 2（0.1）

致残 1（0.7） 1（0.8） 2（1.0）

入院或住院时间延长 13（8.7） 37（28.9） 53（26.5）

防止永久性损伤或损坏所

需的干预措施（设备）
0（0.0） 1（0.8） 0（0.0）

其他 38（25.4） 34（26.6） 82（41.0）

未知 92（62.3） 35（27.3） 48（23.9）
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表 2　托法替尼信号检测结果 
Tab 2　Signal detection of tofacitinib

SMQ 术语集 PT PRR 值 χ2 值 ROR 值 95%CI 下限 例数

恶性肿瘤 胆囊腺癌 50.896 330.718 50.902 24.813 11
恶性肿瘤 恶性息肉 23.135 156.092 23.137 11.676 10
恶性肿瘤 眶后肿瘤 13.302 20.306 13.303 4.006 3
恶性肿瘤 肠腺癌 5.912 11.125 5.912 2.160 4
恶性肿瘤 耳肿瘤 5.217 12.441 5.217 2.126 5
恶性肿瘤 耳部恶性肿瘤 5.676 10.490 5.676 2.076 4
恶性肿瘤 喉肿瘤 4.893 8.386 4.893 1.796 4
恶性肿瘤 甲状腺髓样癌 4.730 7.948 4.730 1.737 4
恶性肿瘤 眼内黑素瘤 4.528 7.409 4.529 1.665 4
心肌病 肥厚性心肌病 2.724 15.373 2.725 1.659 16
恶性肿瘤 肺腺癌 2.382 20.616 2.382 1.638 28
恶性肿瘤 皮肤神经内分泌癌 2.793 9.523 2.793 1.491 10
恶性肿瘤 梭形细胞肉瘤 4.695 5.165 4.695 1.477 3
恶性肿瘤 淋巴增生疾病 2.141 14.988 2.141 1.463 27
恶性肿瘤 肛门鳞状细胞癌癌 4.561 4.922 4.561 1.436 3
恶性肿瘤 支气管转移性癌 4.497 4.806 4.497 1.416 3
恶性肿瘤 浸润性小叶乳腺癌 3.244 5.496 3.245 1.333 5
恶性肿瘤 转移性小细胞肺癌 3.326 4.237 3.326 1.229 4

表 3　巴瑞替尼信号检测结果 
Tab 3　Signal detection of baricitinib

SMQ 术语集 PT PRR 值 χ2 值 ROR 值 95%CI 下限 例数

恶性肿瘤 乳腺小管癌 923.994 1476.725 924.860 254.410 3
恶性肿瘤 肺腺癌 31.627 351.965 31.752 18.365 13
恶性肿瘤 胃腺癌 43.228 123.733 43.281 16.123 4
恶性肿瘤 支气管癌 31.752 89.440 31.791 11.864 4
心律失常类疾病 无脉性电活动 15.751 136.889 15.802 8.729 11
恶性肿瘤 结肠腺癌 21.538 58.734 21.564 8.061 4
恶性肿瘤 淋巴增生疾病 13.558 57.550 13.582 6.086 6
恶性肿瘤 浸润性导管乳腺癌 14.825 38.487 14.843 5.554 4
心律失常类疾病 缓慢型心律失常 12.353 20.893 12.364 3.976 3
恶性淋巴瘤 皮肤 T 细胞淋巴瘤 11.351 18.842 11.361 3.655 3
恶性肿瘤 皮肤 T 细胞淋巴瘤 11.351 18.842 11.361 3.655 3
恶性肿瘤 腹膜转移 10.633 17.373 10.642 3.424 3
恶性肿瘤 皮肤鳞状细胞癌 6.216 12.655 6.222 2.332 4
缺血性心脏病 急性心肌梗死 3.673 28.512 3.686 2.255 16
恶性淋巴瘤 淋巴瘤 4.074 20.206 4.083 2.194 10
恶性肿瘤 淋巴瘤 4.074 20.206 4.083 2.194 10
恶性肿瘤 肝转移 4.153 18.496 4.162 2.163 9
恶性肿瘤 肝细胞癌 4.807 14.468 4.815 2.160 6
恶性肿瘤 基底细胞癌 3.979 12.763 3.985 1.897 7
恶性肿瘤 鳞状细胞癌 3.935 8.198 3.939 1.638 5

因此，我们建议有心血管病既往史的 RA 患者谨
慎用药。
　　“恶性肿瘤”是本研究中出现最多的目标
SMQ 术语集。在托法替尼和巴瑞替尼中，出现与
恶性肿瘤有关的信号次数最多的为肺腺癌，分别
有 28 例和 13 例。一项长达 9.5 年的安全期随访
结果显示，接受托法替尼治疗的患者最常报告的
恶性肿瘤也是肺癌，且在纳入的 24 名患者中，有

20 名患者目前或既往有吸烟史 [25]。其他实体瘤报
告的例数大多为个位数，目前研究尚未有充分证
据显示使用托法替尼和巴瑞替尼治疗的患者发生
恶性肿瘤的风险显著增加 [26-27]。鉴于目前已知实
体瘤的生长速度，我们怀疑这些癌症很可能在给
药之前就已经存在。值得注意的是，巴瑞替尼发
生“乳腺小管癌”的信号值远高于其他阳性信号，
虽然报告数仅为 3 例，这也提示我们在面对患有
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乳腺相关疾病的患者时应更谨慎地使用巴瑞替尼。
对于乌帕替尼，报告次数最多的恶性肿瘤信号为
“皮肤癌”，其次为“淋巴瘤”，分别有 42 例和
19 例。国外已有服用乌帕替尼的患者中发生了非
黑色素瘤皮肤癌的报道，鉴于乌帕替尼在真实世
界中较高的发生率，我们建议患者定期进行皮肤
相关检查。此外，有研究观察到，与一般人群相
比，RA 患者发生淋巴瘤的风险增加，这可能与
其免疫抑制的治疗时间或 RA 的严重程度有关 [25]。
综上所述，虽然数据提示所报告的与恶性肿瘤有
关阳性信号可能并非由 JAK 抑制剂直接引起，但
需要更多的真实世界数据来验证上述结果。
　　作为一类具有新作用机制的靶向合成
DMARDs，JAK 抑制剂的临床应用对传统合成
DMARDs 反应不足的患者带来了良好的治疗效果，
同时也改善了患者的生活质量。随着 JAK 抑制剂
的广泛应用，它们的不良反应也受到了越来越多
的关注。既往报道 JAK 抑制剂的不良反应有严重
感染、血脂升高、血栓形成、胃肠道穿孔等 [3，16]。
目前国内尚无对 JAK 抑制剂所导致的具体 MACE
和恶性肿瘤 ADE 作真实世界数据分析。本研究通
过调取 FAERS 数据库中 3 种用于 RA 的 JAK 抑制
剂相关 ADE 数据，并运用 ROR 法和 MHRA 法，
根据挖掘的信号强度分析具体的 MACE 和恶性肿
瘤 ADE 的风险情况，这为临床合理用药提供了参

考依据。在 MACE 方面，对于托法替尼，应尤其
关注“肥厚性心脏病”的风险信号；巴瑞替尼应重
点关注“急性心肌梗死”“缓慢型心律失常”和“无
脉性电活动”，应做到早发现、早治疗；高血脂患
者和冠心病患者等高危患者使用乌帕替尼时应谨
慎。在恶性肿瘤方面，我们应仔细评估患者在使
用 JAK 抑制剂时所包含的潜在风险，避免 JAK 抑
制剂成为诱发癌症的“危险因子”。
　　利用数据挖掘算法已广泛应用于对真实世界
SRS 的 ADE 监测，虽然 SRS 可收集较广的 ADE
报告，但需要强调的是，数据库及算法本身也存
在一定的局限性：① FAERS 是一个 SRS，存在
少报漏报及报告不准确的问题；② FAERS 数据库
中的一些关键数据值缺失，阻碍了数据的分析；
③ 由于用药人群的总体数量和使用细节不详，无
法确定药物与 ADR 之间的因果关系，也无法计
算 ADE 的发生率；④ 服用 JAK 抑制剂的 RA 患
者可能有多种合并症，在服用 JAK 抑制剂期间可
能会出现进展。因此，不可能准确评估这类 ADE
的发生是由药物引起的还是由于疾病的进展。尽
管有这些局限性，使用 SRS 进行信号检测和分析
来评估药物的安全性，特别是上市药物，可以帮
助临床医务工作者作出有利于患者的决策，降低
临床用药风险。

表 4　乌帕替尼信号检测结果 
Tab 4　Signal detection of upadacitinib

SMQ 术语集 PT 术语 PRR 值 χ2 值 ROR 值 95%CI 下限 例数

恶性肿瘤 外阴癌 43.483 242.977 43.531 20.537 7
恶性肿瘤 皮肤肿瘤切除 23.564 64.373 23.579 8.783 4
恶性肿瘤 胃切除术 13.587 34.604 13.595 5.080 4
恶性肿瘤 皮肤癌 6.638 194.914 6.677 4.926 42
恶性肿瘤 子宫切除 7.873 94.811 7.892 4.897 17
恶性肿瘤 甲状腺切除术 10.661 25.848 10.667 3.989 4
恶性肿瘤 化疗 8.045 36.249 8.053 3.831 7
恶性肿瘤 骨肿瘤 10.714 17.480 10.719 3.443 3
恶性肿瘤 基底细胞癌 5.314 58.628 5.326 3.351 18
恶性肿瘤 姑息疗法 9.617 15.252 9.621 3.092 3
恶性肿瘤 甲状腺乳头状癌 8.258 12.499 8.261 2.656 3
恶性淋巴瘤 淋巴瘤 4.016 40.009 4.026 2.565 19
恶性肿瘤 淋巴瘤 4.016 40.009 4.026 2.565 19
恶性肿瘤 分期未特指的舌恶性肿瘤 6.590 13.731 6.594 2.469 4
恶性肿瘤 前列腺转移性癌 5.895 15.666 5.899 2.451 5
恶性肿瘤 皮肤鳞状细胞癌 4.838 14.587 4.841 2.172 6
缺血性心脏病 冠脉支架植入 4.118 13.520 4.121 1.962 7
恶性肿瘤 鳞状细胞癌 3.266 10.392 3.269 1.633 8
恶性肿瘤 肿瘤 2.885 9.264 2.887 1.501 9
恶性肿瘤 恶性黑素瘤 2.620 9.450 2.623 1.451 11
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呋喃唑酮致急性间质性肺疾病 1 例并文献复习
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　　药物相关性间质性肺疾病（drug-induced 
interstitial lung disease，DILD）是一组由各种药
物导致的肺间质细胞发生炎症反应进而累及肺间
质纤维化病变的疾病 [1]。研究发现超过 350 种药
物均可导致药物相关的间质性肺疾病 [2]。但由于
缺少特异性的症状、影像学表现等，药物相关的
间质性肺疾病往往是排除性诊断，这就给临床医
师的诊疗带来了挑战。本研究对收治的 1 例呋喃
唑酮导致的急性间质性肺疾病进行临床分析，以
期提高临床医师对本病的认识及诊治水平。
1　临床资料
　　患者男，55 岁，因“全身乏力 6 h，憋喘 2 
h”于 2022 年 4 月 15 日入住重症医学科。患者 6 
h 前无明显诱因出现全身乏力伴发热，自测体温
38.2℃，无胸闷、胸痛，无咳嗽、咳痰。自服“姜
糖水”后热退，仍感乏力，遂来院就诊，胸部 CT
示：间质性肺炎。急诊给予吸氧等对症治疗，症
状未见明显好转。2 h 前出现憋喘，端坐呼吸。
急查动脉血气分析：pH 7.384，血氧分压（PaO2）
46 mmHg↓，动脉血二氧化碳分压（PaCO2）29.4 
mmHg↓，乳酸 3.77 mmol·L － 1↑，血氧饱和度
（SaO2）82%↓。急诊给予甲强龙 80 mg 静脉滴注、
二羟丙茶碱 0.5 g 静脉滴注，未见好转，以“Ⅰ型
呼吸衰竭、重症肺炎？”收入重症医学科。患者
既往体健，否认疾病史，吸烟 30 年，每日 30 支，
偶有饮酒，每次 200 ～ 300 mL。否认毒物毒品接
触史，否认鸟类、家禽类接触史。余无特殊个人
史和家族史。
　　 入 院 体 格 检 查： 体 温 36.5℃， 呼 吸 50
次·min－ 1， 脉 搏 120 次·min－ 1， 血 压 60/40 
mmHg（1 mmHg ＝ 0.133 kPa）。强迫坐位，无
颈静脉怒张，双肺呼吸音粗，全肺满布湿啰音。
心率 120 次·min－ 1，各瓣膜听诊区未闻及病

理性杂音。余查体无异常。血常规示：白细胞
28.21×109·L － 1↑，中性粒细胞百分比 95.5%↑，
淋巴细胞百分比 0.8%↑，嗜酸性粒细胞百分比
3.7%↑，中性粒细胞计数 26.93×109·L － 1↑，淋
巴细胞计数 0.23×109·L － 1↓，嗜酸性粒细胞计数
1.04×109·L － 1↑，血红蛋白 152 g·L － 1，血小
板 350×109·L － 1。降钙素原 16.03 ng·mL － 1↑，
肌酐 107 μmol·L － 1↑，胱抑素 C 1.27 mg·L － 1。
电解质、心肌酶、脑钠肽（BNP）、凝血功能等
无异常。给予无创呼吸机辅助呼吸。患者指脉氧
饱和度逐渐升至 95% 左右。
　　反复追问病史，得知患者于入院前半月余
因 “胃炎、幽门螺杆菌感染”就诊于某诊所，予
以阿莫西林、泮托拉唑联合呋喃唑酮片（云鹏
医药集团有限公司，批号：F210801）0.2 g qd 
po。入院前 1 周余（应用该治疗方案 1 周后）出
现乏力、高热伴腹泻，于外院就诊，考虑“重症
社区获得性肺炎”，给予哌拉西林他唑巴坦等治
疗，住院期间多次痰细菌培养、真菌培养及流感
病毒筛查阴性并未再服用阿莫西林、泮托拉唑
联合呋喃唑酮，好转出院。出院后继续服用上述
药物，期间无高酪胺饮食，无饮酒。结合患者大
剂量呋喃唑酮服药史、临床表现和辅助检查，诊
断为呋喃唑酮导致的 DILD。给予补液、利尿促
进药物排泄，6 h 后血气分析无异常，肺部湿啰
音消失。撤离无创呼吸机，患者呼吸平稳，呼吸
18 次·min－ 1，脉搏 90 次·min－ 1，血压 110/80 
mmHg。转至普通病房继续治疗，期间多次痰细
菌培养、真菌培养及流感病毒筛查阴性，自身
免疫指标等均为阴性。复查血细胞分析：白细
胞 6.44×109·L － 1，中性粒细胞百分比 61.5%，
淋巴细胞百分比 27.5%，嗜酸性粒细胞百分比
4.8%，中性粒细胞计数 3.97×109·L － 1，淋巴
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细胞计数 1.77×109·L － 1，嗜酸性粒细胞计数
0.31×109·L － 1，血红蛋白 139 g·L － 1，血小板
317×109·L － 1。降钙素原 0.59 ng·mL － 1，肌酐
66 μmmol·L － 1，胱抑素 C 0.96 mg·L － 1。患者
好转出院。
2　文献复习
2.1　文献检索 
　　以“呋喃唑酮、药物相关性间质性肺疾病”和
“呋喃唑酮、间质性肺炎”为中文检索词检索万方
数据知识服务平台和中国知网，以“furazolidone、

interstitial lung disease”为英文检索词检索 PubMed，
检索日期截止到 2022 年 5 月，纳入由呋喃唑酮导
致肺损伤的个案报道，最终纳入文献 4 篇 [3-6]，加
上本例患者，共 5 例呋喃唑酮导致 DILD 患者。
2.2　基本特征 
　　5 例患者中男 3 例，女 2 例；年龄 43 ～ 58 岁，
服药后出现 DILD 的潜伏期长短不一，均有发热
表现，其次咳嗽、胸痛和呼吸困难，其中 4 例患
者血细胞分析发现嗜酸性粒细胞增多，所有患者
均痊愈出院（见表 1）。

表 1　4 例呋喃唑酮导致 DILD患者的基本特征

作者 性别 年龄 / 岁 用药剂量 用药时间 /d 症状 影像学表现 治疗 预后

Cortez[3] 男 50 100 mg bid   4 发热、胸痛、呼吸困难 胸片示双侧弥漫性渗出 强的松 40 mg qd 
po 4 d

痊愈

Collins[4] 男 56 未知   2 发热，呼吸困难，荨麻疹和 
嗜酸性粒细胞增多

胸片示肺弥漫性浸润 停药 痊愈

Kowalski[5] 女 43 125 mg q6h 10 发热、咳嗽、呼吸困难、胸 
痛和头痛和嗜酸粒细胞增多

胸片示双侧下肺野和左肺门周围 
间质浸润

停药＋强的松 
40 mg qd po

痊愈

王丽芳 [6] 女 58 未知 10 发热、干咳和嗜酸性粒 
细胞增多

胸部 CT 可见两肺小叶间隔增厚，左

侧胸腔少量积液，纵隔淋巴结不大

停药＋甲泼尼龙

片 12 mg qd po
痊愈

3　讨论
　　DILD 是药物性肺损伤中的常见不良反应，
多种药物均可导致 DILD，常见的包括抗肿瘤药
物、抗风湿药物、抗菌药物、非甾体抗炎药和抗
心律失常药物等 [2]。DILD 的发病机制尚不明确，
目前认为其发病机制主要有免疫损伤、氧化应激、
细胞因子释放、药物直接细胞毒性及肺泡修复受
损致间接细胞毒性等方面 [7]。DILD 患者临床表
现相似，多表现为发热、咳嗽、呼吸困难和低氧
血症，缺乏特异性症状，因此诊断困难。DILD 
的诊断属于排除性诊断，需明确患者用药史、用
药剂量、疗程、临床表现与服药的先后关系。部
分患者停药后会自行好转，再次用药后疾病复
发。高分辨率 CT 有助于诊断 DILD，但目前研究
发现其准确率仅有 45%[8]。Inomata 等 [9] 发现在吉
非替尼相关的 DILD 患者中血浆肺表面活性物质
A（SP-A）、肺表面活性物质 D（SP-D）和涎液化
糖链抗原（KL-6）水平明显增高。同时，对于药
物导致的嗜酸性粒细胞肺炎，患者血浆去整合素
和金属蛋白酶域 -8（ADAM8）浓度明显增高，且
与肺的炎症反应成相关变化 [10]。但这些血清标志
物对于 DILD 的诊断尚未进入临床应用。
　　经询问，患者在服用呋喃唑酮治疗幽门螺杆
菌过程中出现发热、咳嗽和呼吸困难，期间于外
院考虑“肺炎”，停用相关药物联合抗感染及对
症支持后好转，出院后继续口服呋喃唑酮后再次
出现上述症状，入我院后胸部 CT 提示弥漫性肺

间质改变，否认其他疾病史，进一步筛查痰细菌
培养和真菌培养、血培养和病毒均为阴性，自身
免疫指标筛查阴性，排除感染性疾病、自身免疫
性疾病、心力衰竭及其他类型间质性肺疾病后；
且中间停用药物后一度出现症状好转，再次应用
后出现症状加重，本例患者诺氏评分 7 分（见表
2）。尽管阿莫西林引起药物超敏反应综合征可累
及肺部，但本研究病例不符合药物超敏反应综合
征的诊断标准：① 迅速出现皮疹；② 体温 38℃；
③ 至少两个部位的淋巴结增大；④ 至少 1 个内
脏器官受累；⑤ 至少伴有下列 1 项血液学改变：
A．淋巴细胞升高或降低；B．嗜酸性粒细胞百分
比或绝对计数升高；C. 血小板降低。符合 3 项或
以上即可确诊。质子泵抑制剂目前均未见肺毒性
相关报道。因此，多方面的结果印证了呋喃唑酮
与间质性肺疾病的关系。
　　呋喃唑酮是硝基呋喃类抗菌药物，属于广谱
抗菌药物，对多数革兰氏阳性菌和阴性菌均有抑
菌和杀菌作用，且其耐药率低，与其他类别的抗
菌药物之间无交叉耐药性。呋喃唑酮常用于细菌
性痢疾、肠炎等疾病的治疗，目前也被用作根除
治疗幽门螺杆菌药物之一 [11]。荟萃分析发现呋喃
唑酮与质子泵抑制剂、其他抗菌药物联用可以有
效地增加幽门螺旋杆菌的清除率，同时呋喃唑酮
相关的不良反应并未增加 [12]。郭燕等 [13] 分离 62
株幽门螺杆菌，均未发现呋喃唑酮耐药。本例患
者出现全身乏力、高热、憋喘、腹泻，不良反应
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多且症状严重，可能与日剂量高、疗程长致呋喃
唑酮体内蓄积中毒有关。检索文献发现，呋喃唑
酮不良反应主要为恶心、呕吐、腹泻等消化道症
状，可见哮喘、直立性低血压等，偶见溶血性贫
血、多发性神经炎 [14]。呋喃唑酮引起的肺部并发
症少见，分为急性反应和慢性反应，其中急性反
应较多见，为常见的药物性肺损伤，慢性反应相
对发生率低。根据本研究检索相关内容发现，呋
喃唑酮导致的 DILD 病例数较少。已报道病例中，
患者经短期口服激素治疗后均能痊愈，本例患者
在对症支持治疗后也明显好转。
　　治疗 DILD，首先且最重要的是停药，其次
做好对症支持治疗。激素治疗目前尚无统一意见，
可根据患者临床症状及病情严重程度具体判断剂
量和疗程。本例患者停用呋喃唑酮后加强支持治
疗，未使用激素治疗，病情逐渐好转。而已报道
病例中均为小剂量、短疗程激素治疗。对于呋喃
唑酮导致的 DILD，激素剂量和疗程仍不明确，
需在临床工作中进一步积累经验。
　　综上，呋喃唑酮导致的 DILD 发病率低，以
发热、咳嗽和呼吸困难为主要表现。在应用呋喃
唑酮的过程中，应加强监测患者的状况。但目前
报道病例数较少，仍需要大型药物流行病学研究
予以证实。呋喃唑酮作为根除幽门螺杆菌的补充
治疗药物，在使用此类药物时需评估相关风险。
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表 2　呋喃唑酮引起间质性肺疾病的诺氏评估结果

相关问题
得分情况

是 否 未知 评分理由

1 ＋ 1 已有呋喃唑酮引起间质性肺疾病的相关报道

2 ＋ 2 间质性肺疾病是在使用呋喃唑酮后发生的

3 ＋ 1 停药后症状缓解，即 ADR 有所缓解

4 ＋ 2 再次服用呋喃唑酮后患者再次出现症状

5 0 是否存在其他原因能单独引起间质性肺疾病

6 0 该反应在应用安慰剂后未重复出现

7 0 未测定呋喃唑酮是否达到毒性浓度

8 0 该反应随呋喃唑酮剂量减少而缓解

9 0 未知该患者是否先前暴露于同类药物并出现过类似反应

10 ＋ 1 患者血常规监测及胸部 CT 等可视为该反应的客观证据

总分值 7 分

注：总分≥ 9 分为肯定；5 ～ 8 分为很可能；1 ～ 4 分为可能；≤ 0 分为可疑。
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　　细胞程序性死亡受体 -1（PD-1）分别为细
胞程序性死亡 - 配体 1（PD-L1）和 2（PD-L2）。
PD-L1 主要表达于抗原提呈细胞、活化的 T 细胞、
非淋巴组织和某些肿瘤中，与免疫系统的抑制有
关 [1-2]。PD-1 与 PD-L1 结合，可以抑制 CD28 介
导的 T 细胞活化、增殖、细胞因子的产生，并可
能导致 T 细胞凋亡 [3]。PD-1/PD-L1 免疫检查点抑
制剂的免疫治疗，一方面可以充分利用和调动肿
瘤患者体内的特异性杀伤性 T 淋巴细胞，杀伤肿
瘤，另一方面可通过逆转免疫耐受，增强肿瘤患
者机体的长期免疫应答，并最终延长生存期，对
晚期或转移性实体瘤或血液肿瘤患者来说是一种
新的治疗方法 [4]。研究显示，PD-1/PD-L1 抑制剂
在临床已被广泛应用于乳腺癌、非小细胞肺癌、
肾癌、膀胱癌、恶性黑色素瘤等多种恶性肿瘤的
治疗并取得了较好的结果。但 PD-1/PD-L1 抑制
剂阻断了人体内的免疫检查点，会引起体内免疫
耐受的不平衡，引起免疫相关不良反应（irAEs）。
irAEs 多发生在皮肤、内分泌系统、胃肠、肝脏、
肺等器官，偶可累及心脏、神经系统，少有致死
性事件发生 [5]。度伐利尤单抗是临床常用的免疫
靶向药物，作为 PD-L1 抑制剂，可以通过抑制
PD-L1 的作用促使 T 细胞攻击肿瘤细胞，有效阻
断肿瘤免疫逃逸。相对于 PD-1 抑制剂，PD-L1
抑制剂不良反应更小，常见的有间质性肺炎、结
肠炎、皮疹等。目前，国内 PD-L1 抑制剂致眼病
不良反应报道罕见，本文通过 1 例应用 PD-L1 抑
制剂后出现双侧突眼的病例分析，提高临床对该
类不良反应诊治的认识。
1　病例资料
　　患者，女，71 岁，因胃痛伴吞咽困难于
2021 年 12 月于外院就诊，PET/CT 提示食管中下
段管壁弥漫性增厚，胃体、胃窦壁增厚，考虑为

恶性肿瘤 cTxNxM1 Ⅳ期。胃镜病理提示，食管
下段低分化神经内分泌癌。免疫组化（E21-2612）
A 片：CK20（细胞膜＋）、Ki-67（90% ＋）、Syn
（＋）、CgA（＋）、CD5（＋）、TTF-1（－）、NF
（＋）、CD117（＋）、GATA3（－）、SOX-10（－）、
S-100（－）、CK7（核 旁 点 状 ＋）、P63（＋）、
P120（细 胞 膜 ＋）。B 片：CerbB-2（0）、MLH1
（＋）、MSH2（＋）、MSH6（＋）、PMS2（＋）、
PD-L1（5% ＋）。D 片：CK（pan）（＋）、LCA
（－）。入院后予依托泊苷 130 mg（第 1 ～ 3 日）、
顺铂 30 mg（第 1 日）联合度伐利尤单抗 1000 mg
（第 1 日）静脉滴注治疗。用药 1 周后出现双眼突
出肿胀，视物模糊，未予特殊处理。出院后突眼
症状加重。2022 年 1 月 4 日因眼部症状加重再次
外院住院治疗，查视力：右眼 0.3，左眼 0.5；眼
压：右眼 18.7 mmHg（1 mmHg ＝ 133.2 Pa），左
眼 19.7 mmHg；眼球突出度检查：右眼 19 mm↑，
左眼 21 mm↑，眶距 101 mm。左眼黄斑中心凹
反光消失。眼眶磁共振成像（MRI）：双眼球突
出，双侧眼肌肌腹明显增粗，提示甲状腺相关眼
病可能。查甲状腺功能：血清游离三碘甲腺原氨
酸（FT3）3.87 pmol·L－ 1，游离甲状腺素（FT4）
15.6 pmol·L－ 1，血清促甲状腺激素（TSH）0.635 
μIU·mL－ 1。促甲状腺激素受体抗体（TRAb）、
甲状腺球蛋白抗体（TGAb）、甲状腺过氧化物酶
抗体（TPOAb）均为阴性。予妥布霉素地塞米松
眼膏、氧氟沙星滴眼液、小牛血清眼用凝胶外用
对症处理后症状有所缓解。2022 年 1 月 16 日为
进一步改善眼部症状收治我院内分泌代谢科。既
往史：左乳恶性肿瘤术后 7 年余；高血压病史 10
余年，服用氯沙坦钾片 50 mg qd 控制，自诉血压
控制可。过敏史：否认食物、药物过敏史。
　　体格检查：体温 36℃，心率 78 次·min－ 1，
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呼 吸 15 次·min－ 1， 血 压 144/67 mmHg。 身 高
165 cm，体质量 52 kg，体质量指数 19.1 kg·m－ 2。
恶病质状态，贫血貌，一般情况差。双侧甲状腺
Ⅰ度肿大，质地软，结节感，无血管杂音。双侧
眼球突出固定，球结膜增生、充血，翻出眼眶，
伴水肿、流泪，眼睑无法闭合。双侧瞳孔等大等
圆，瞳孔直径约 6 mm，双侧直接、间接对光反
射消失。双侧视力无光感（见图 1）。

图 1　患者入院时双眼突出表现

　　入院后查甲状腺功能：FT3 4.05 pmol·L－ 1，
FT4 11.32 pmol·L－ 1，TSH 1.14 μIU·mL－ 1， 甲 状
腺相关抗体均为阴性；眼眶发射型计算机断层显像
（ECT）：双侧眼肌肌腹明显增粗，双眼球后区域及
眼眶外侧份显像剂摄取增高，双侧眼球突出。眼眶
MRI 增强：双侧眼球突出，眼环显示清晰，眼球内
信号均匀，未见异常信号，双眼眼外肌肌腹增粗，
以内下直肌、上斜肌明显。球后肌锥内信号未见异
常。视神经形态、信号未见异常（见图 2）。

图 2　眼眶 MRI

　　诊疗经过：入院后完善相关检查，予流质饮
食，补液支持，奥美拉唑抑酸护胃。予螺内酯利
尿，减轻局部水肿，氧氟沙星滴眼液、妥布霉素
地塞米松眼膏、小牛血清眼用凝胶等眼部外用对
症处理。后患者突眼进行性加重，眼科专家会诊
后，予倍氯米松针眶内注射治疗 1 次，嘱出院眼
科门诊定期进行球后糖皮质激素注射治疗，但患
者消耗症状加重，出院 2 周后死亡。
2　讨论

2.1　关联性评价
　　自身免疫性眼病是一组机体对自身抗原产生
免疫反应而导致眼表、眼内及眼眶周围组织受到
损害的疾病。本病例中，患者在使用度伐利尤单
抗第一次治疗后出现双眼突出肿胀，视物模糊。
眼眶 MRI 符合“甲状腺相关性眼病”的放射学表
现。但是，患者既往无 Graves 病及桥本甲状腺炎
等病史，查甲状腺功能及 TPOAb、TGAb、TRAb
等自身抗体均正常，基本排除甲状腺相关性突
眼。本例患者突眼出现在用药 1 周后，发生时间
密切相关，考虑其突眼原因与该 PD-L1 抑制剂激
活免疫反应引起的不良反应可能有关。使用诺氏
（Naranjo’s）不良反应评估量表进行关联性评价，
评分为 7 分，关联性为“很可能有关”，见表 1。

表 1　药物不良反应诺氏评估量表

相关问题 是 否 未知 评分

1. 该 ADR 先前是否有结论性报告 ＋ 1 0 0 ＋ 1
2. 该 ADR 是否在使用可疑药物后发生的 ＋ 2 － 1 0 ＋ 2
3. 该 ADR 是否在停药或应用拮抗剂后得

到缓解

＋ 1 0 0 ＋ 1

4. 该 ADR 是否在再次使用可疑药物后重

复出现

＋ 2 － 1 0 0

5. 是否存在其他原因能单独引起该 ADR － 1 ＋ 2 0 ＋ 2
6. 该 ADR 是否在应用安慰剂后重复出现 － 1 ＋ 1 0 0
7. 药物在血液或其他体液中是否达到毒

性浓度

＋ 1 0 0 0

8. 该 ADR 是否随着剂量的增加而加重，

或随剂量减少而缓解

＋ 1 0 0 0

9. 患者是否曾暴露于同种或同类药物并

出现类似反应

＋ 1 0 0 0

10. 是否存在任何客观证据证实该反应 ＋ 1 0 0 ＋ 1
总分 7

2.2　PD-1/PD-L1 抑制剂不良反应情况

　　随着 PD-1/PD-L1 抑制剂被广泛应用于临床，
其导致的免疫相关不良反应越来越受到人们的关
注。在 PD-1/PD-L1 抑制剂所致的不良事件中，疲
劳、皮肤瘙痒、腹泻、红斑和恶心居前 5 位。此外，
还会引起内分泌器官、肝脏、肺和心脏等特定器
官的不良反应以及少部分罕见毒性反应 [6]。2021
年版《中国临床肿瘤协会（CSCO）免疫检查点抑
制剂相关的毒性管理指南》推荐对 irAEs 实行分级
处理原则。密切监测，酌情使用糖皮质激素治疗，
甚至停用原免疫检查点抑制剂。在国内外指南、
专家共识及药品说明书中未提及 PD-1/PD-L1 抑制
剂导致突眼，仅有少量的个案报道 PD-1/PD-L1 抑
制剂导致的自身免疫性眼病 [7-12]。
2.3　PD-1/PD-L1 抑制剂致突眼的机制
　　该患者诊断为食管下段低分化神经内分泌癌
伴多发转移，自身免疫功能差。突眼症状出现前
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有使用 PD-L1 抑制剂度伐利尤单抗的病史，目前
眼眶 MRI 表现与甲亢突眼相似，甲状腺相关性眼
病也是自身免疫性炎症，推断与 PD-L1 抑制剂引
起的突眼机制相似。PD-L1 抑制剂通过阻断 PD-1/
PD-L1 信号通路，解除了对 T 细胞免疫活性的抑
制，促进效应 T 细胞的活化及增殖，发挥肿瘤免
疫效应，杀死肿瘤细胞。但在治疗肿瘤的同时，正
常外周组织中的 PD-1/PD-L1 信号通路同样被阻断，
机体正常的免疫反应被增强，炎症反应被激活，进
而产生大量白细胞介素（IL）-1β、干扰素和肿瘤坏
死因子α（TNF-α）等促炎细胞因子，进一步诱导
成纤维细胞的增殖和活化等 [13]。此外，辅助性 T
细胞的活化会诱导炎症因子 IL-4、IL-10 等的释放，
从而激活体液免疫应答参与眼眶周围组织的重塑和
纤维化。这些原因均可能是 PD-L1 抑制剂致突眼
的机制，但仍需进一步研究进行确证。
2.4　不良反应的处理
　　PD-L1 抑制剂致突眼的病例目前国内外报道
较少，不易引起临床重视，但本病例提醒我们，
突眼发展迅速、进行性加重，若不及时处理，短
期内可导致视力丧失。建议在该类药物开始治疗
前、使用过程中加强眼部表现的监测和眼眶影像
检查，出现眼部相关不良事件的患者，尽快进行
眼眶发射计算机断层显像（ECT）等检查确立诊
断，及时给予曲安奈德球后注射或全身性糖皮质
激素治疗。另外突眼的护理尤为重要。可将重组
牛碱性成纤维细胞生长因子眼用凝胶涂于患处，
再用金霉素眼膏涂抹。同时每日多次给予羧甲基
纤维素钠滴眼液等人工泪液，保持角膜湿润。
3　小结
　　PD-1/PD-L1 通路的失活导致多种自身免疫性
疾病的发生，包括系统性红斑狼疮、1 型糖尿病、
多发性硬化等 [14]。近 10 年来免疫检查点抑制剂
的应用是肿瘤治疗中最重要的进展之一，但其在
使用过程中出现的不良反应却不容忽视。其中与
眼部相关的免疫不良事件较为罕见，所报道的眼
部免疫不良事件发生率占总免疫不良事件发生率
的比例不足 1%[15]。使用 PD-1/PD-L1 抑制剂治疗
的患者可能会出现动眼神经麻痹、干眼、葡萄膜
炎、视神经炎等相关眼部不良事件 [16]。且 PD-1/
PD-L1 抑制剂引起的自身免疫性眼病病情较重、
进展迅速，不及时处理可致盲，极大地影响患者
的生存质量。因此需要临床及时识别，除了给予
糖皮质激素治疗外，眼部的护理同样重要。尽管
如此，现有治疗手段效果仍不理想。如何规避或
减少使用免疫检查点抑制剂后眼部相关免疫不良
事件的发生，值得进一步研究探讨。
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